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La medicina ha prolongado nuestra vida,  
pero no nos ha facilitado una buena razón para seguir viviendo.  











Ha llegado el momento de escribir las últimas líneas de esta tesis. 
La mayoría de mis compañeros aprovechan este momento para 
manifestar lo duro y largo que es este tramo, del ya de por sí 
complicado camino de la vida. De lo agotados que se sienten a pesar 
de que solo quedan unos metros para alcanzar el objetivo.  Sin 
embargo, en estos últimos meses la vida se ha encargado de 
recordarme lo que verdaderamente importa, y con esta nueva 
perspectiva, este trayecto ya no me parece tan terrible. Hay muchas 
situaciones a las que tienes que enfrentarte solo, en las que por más que 
te esfuerces y luches no obtendrás mejores resultados y ante las que 
solo queda la resignación. Pero esta no es una de esas situaciones. Por 
más agotador que parezca, después del esfuerzo y el tiempo 
dedicados, obtengo una recompensa y finalmente sale a la luz el 
trabajo de todos estos años. Tampoco es una situación a la que me 
haya enfrentado sola, y es por ello que tengo que escribir unas palabras 
de agradecimiento a las personas que me han ayudado cada día, no 
solo en esta tesis, sino a lo largo de todo mi camino.  
 
Y es que no estaría aquí, de no ser por la inspiración de una gran 
maestra y amiga, Irene, que sembró en mí la semilla del amor por la 
biología. Tampoco hubiera podido comenzar esta tesis sin la 
comprensión de la profesora Teresa Barral, que proporcionó la pértiga 
para saltar un gran escollo burocrático al principio de esta etapa.  
 
De ese tedioso Máster de Biomedicina, obligado paso para 
comenzar esta andadura, me llevo grandes amigos. Jaime y Cynthia en 
la parte internacional, y por su puesto, mi querida boticaria, ahora 
renombrada como Laura Boston. Te has convertido en indispensable en 
las cañas científicas, por tus astutos y mordaces comentarios, que tanto 
me han hecho reír. Hoy te doy las gracias por cada una de esas 
carcajadas. He de agradecer también a todo el departamento de 
Medicina Forense y especialmente a Antonio Salas por acogerme y 
dirigir  mi trabajo final de máster. Has sido un referente del esfuerzo y 
entusiasmo que se requiere para ser bueno en aquello a lo que uno 
decide dedicar su vida.  
 
A mi director de tesis, Antonio González, agradecerte la 
oportunidad de realizar este trabajo en tu laboratorio, con todos los 
medios disponibles a mi alcance y una buena beca; con la ayuda de 
tus continuos consejos y recomendaciones. Tu esfuerzo en la supervisión 
exhaustiva de este trabajo es la marca distintiva que evidencia tu  
implicación.  Gracias también al Servicio de Reumatología por su 
colaboración, especialmente a Juan-Gómez Reino y a Antonio Mera 




médicos y enfermeras  y por su puesto a los pacientes. Sin vosotros 
nuestro trabajo no sería posible.  
Gracias a todos los compañeros de laboratorio que cada vez que 
el camino se volvía escarpado, me empujaron para ayudarme a subir. 
Aunque en la selección final del trabajo incluido en esta tesis no lo 
parezca, Manolo, has sido un gran maestro de estadística y un pilar en 
mis primeros pinitos en la bioinformática. Gracias también al equipo 
cardio, Ana, Vanesa, Diego y Sandra. Los comienzos siempre son duros, 
pero me acogisteis como una más y con vosotros descubrí el verdadero 
compañerismo. Gracias a vuestros sabios consejos los westerns salieron, 
los días duros pasaron, y seréis siempre un ejemplo a seguir del trabajo 
en equipo.  
 
Aida, sin duda tengo que darte las gracias por acordarte de mí y 
reclutarme. Tú me enseñaste realmente todos los trucos del genotipado 
y del manejo de los datos y tu experiencia me ha evitado muchos 
disgustos. Los vinos y charlas después del trabajo fueron el pilar de 
nuestra amistad. Sin duda, los echo de menos. También gracias a ti 
conocí a Marisol, con tu bondad y tu ternura te has hecho un hueco en 
mi vida.  
 
A las “nuevas” compañeras de esta gran recta final de mi tesis, 
Lorena, Cristina y Rosario, muchísimas gracias. Sois la alegría y la razón 
por la cual no me importaría seguir trabajando en esta tesis otros tantos 
años más. Desde vuestra llegada, el laboratorio se ha convertido en un 
verdadero hogar. De vosotras he aprendido a sobrellevar cualquier 
contratiempo con una sonrisa, o un vermú, o con un simple “besos”. 
Guardaré en mi memoria el “No quiero risas”, la franqueza con la que 
hablan los de Pamplona y la visita a Londres, aunque sabemos que 
“Europa está sobrevalorada”. Sabéis que me tendréis al otro lado del 
teléfono para lo que necesitéis. Gracias también a José por recordarme 
lo bonito que es enseñar y a Fran, por las galletas de avena y por 
fomentar el club del corneto.  
 
Al laboratorio ocho le debo el buen ambiente, el apoyo moral, el 
café de media mañana y los geniales “novatos”, como Sergio y Celia, 
con los que tantas risas he compartido. A Carmen Conde, su trato 
siempre amable y su comprensión. Pero sin duda ha sido gracias a ti, 
Nerea, que Lab8 ha sido mi segunda casa. Has convertido el 
compañerismo en amistad. Tu optimismo es fundamental para 
contrarrestar esa tendencia que tenemos los estudiantes de doctorado 
de quejarnos por todo y ahogarnos en un vaso de agua. Eres diferente y 
especial, lluvia fresca que llegó cuando atravesaba un desierto. 
 
Pero tengo que reconocer que el bastón en que me apoyé 
durante todo este viaje, y sin la cual no estaría hoy aquí, ha sido 
Carmen. Eres la trabajadora incansable y eficiente que todo el mundo 
	
	
querría a su lado. Gracias a ti, miles de muestras parecen solo cientos, 
cientos de experimentos se quedan en decenas, y decenas de trabajos 
se hacen a la vez. Compañera leal y ahora amiga. Si, has leído bien, 
amiga. Porque aunque te empeñes en no sufrir por todos los estudiantes 
de doctorado que van pasando a tu lado, conmigo ya has sufrido. Y 
aquí estaré siempre que lo necesites.  
 
Y ahora llega sin duda la parte más difícil. Porque sería injusto no 
agradecer a aquellas personas que a pesar de no haber influido 
directamente en esta etapa del camino, forman parte de mi vida y me 
hacen ser quien soy.  
 
Paula, recordaré siempre las noches de “repaso” a última hora 
que tan buenos resultados nos dieron en la facultad. Sabes que siempre 
nos tendremos la una a la otra, aunque pase el tiempo y nuestros 
caminos se separen. Luís, eres un buen amigo, de los que hablan poco y 
demuestran mucho. Tus abrazos, aunque escasos, son muy 
reconfortantes. Y María, no creo que sea bueno recordar nuestros 
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incansables esfuerzos por mantenernos a todos unidos. Y sí, eres la más 
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buenos consejos, que no siempre he seguido, y habéis recogido y 
pegado los trozos sin reproches después de cada golpe. Sabéis que os 
quiero y que con una charla en el sofá hasta altas horas de la 
madrugada, o una noche de fiesta lunera una vez al año, tenemos 
suficiente para seguir queriéndonos siempre.  
 
Doy las gracias por la gran familia que tengo, siempre unida, en 
las buenas pero sobre todo en las malas. Sabéis que sois demasiados 
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compartir y a querer sin medida, a consolar y a pedir perdón. Os doy las 
gracias por la maravillosa portada de esta tesis, que no hace más que 




Sois la energía que me ha permitido correr durante este camino, el 
aliento y las renovadas fuerzas en cada parada.  
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mucha compañía cuando más lo necesitaba. Gracias por ser la calma 
y la despreocupación que contrarrestan mi constante deseo de 
controlarlo todo. Porque me convences cada vez, de que se pueden 
unir el medio limón y la media naranja, de que no hay felicidad sin 
sacrificio. Por no querer ser príncipe azul, sino mecánico, para reparar 
las averías que sabes que irán apareciendo durante el viaje. Contigo he 
pasado lo mejor y lo peor de mi vida, y por eso sé que serás el motor 


















































































































































































































1. Concepto de envejecimiento 
	
El	envejecimiento	se	define	como	una	disminución	de	la	funcionalidad	a	lo	largo	
del	 tiempo	 que	 afecta	 a	 la	 gran	 mayoría	 de	 organismos	 vivos.	 Es	 un	 proceso	
extremadamente	complejo	que	tiene	 lugar	a	nivel	sistémico	pero	que	puede	mostrar	






1881	 para	 explicar	 la	 muerte,	 proponiendo	 como	 causa	 el	 desgaste	 que	 sufren	 los	
tejidos	 y	 su	 capacidad	 de	 renovación	 limitada.	 Asimismo,	 	 observó	 que	 durante	 la	
evolución	 los	 organismos	 multicelulares	 inmortales	 gradualmente	 fueron	
evolucionando	hacia	organismos	mortales	[3].	Dentro	de	los	organismos	inmortales	se	
encuentran	 las	 colonias	 de	 organismos	 unicelulares	 que	 cooperan	 entre	 si.	 En	 estas	
colonias	cada	célula	se	divide	de	 forma	 independiente	mediante	mitosis	y	da	 lugar	a	




de	 las	 células,	 es	 el	 envejecimiento,	 en	 contraposición	 a	 la	 indeterminación	 y	 la	
capacidad	de	renovación	infinita	de	la	línea	germinal	[4],	[5].		
 
Shtefko	 y	 Rokhlin	 definen	 la	 edad	 biológica	 como	 el	 ritmo	 de	 crecimiento,	
desarrollo,	 maduración	 y	 envejecimiento	 característico	 de	 cada	 individuo,	 como	
medida	 que	 refleja	 la	 esperanza	 de	 vida	 individual,	 condicionada	 tanto	 por	 el	
componente	genético	como	por	 las	condiciones	ambientales	a	 las	que	está	expuesto	






aplica	 tanto	 a	 nivel	 del	 individuo	 como	 específicamente	 a	 cada	 órgano	 o	 tejido	 del	
mismo.	 A	 nivel	 de	 individuo	 refleja	 la	 diferencia	 en	 esperanza	 de	 vida	 y	 capacidad	
funcional	en	relación	con	su	población	de	referencia	medida	mediante	biomarcadores	
que	 cambian	 con	 la	 edad.	 Luego,	 si	 un	 individuo	 muestra	 una	 desviación	 en	 los	
biomarcadores	hacia	los	típicos	de	edades	más	avanzadas,	se	considera	que	tiene	una	
edad	biológica	mayor	que	la	que	le	corresponde	y	una	menor	esperanza	de	vida.	Por	el	
contrario,	 si	 los	 biomarcadores	 corresponden	 en	 su	 población	 de	 referencia	 a	 más	
jóvenes,	indican	una	menor	edad	biológica	que	la	cronológica.	Por	otra	parte,	como	la	
exposición	 y	 acumulación	 de	 daños	 y	 la	 expresión	 de	 los	 diferentes	 genes	 son	
mecanismos	 tejido	 específicos,	 puede	 haber	 diferencias	 en	 como	 se	 afecta	 la	
capacidad	 funcional	 de	 los	 diferentes	 tejidos	 y	 tipos	 celulares	 dentro	 del	 mismo	
individuo.	 Por	 eso,	 tiene	 sentido	 considerar	 la	 edad	 biológica	 también	 al	 nivel	
específico	de	diferentes	 tejidos.	 	Otra	 característica	 importante	de	este	 concepto	de	
edad	biológica	es	que	su	interpretación	es	variable	según	los	biomarcadores	utilizados	
para	determinarla.	Como	hay	biomarcadores	con	diferente	sensibilidad	a	 los	cambios	
que	 se	 producen	 en	 las	 células	 y	 en	 el	 organismo,	 y	 existen	 diferentes	 cambios	
relacionados	 con	 el	 envejecimiento,	 no	 todos	 los	 biomarcadores	 son	 igualmente	
informativos	y,	en	ocasiones,	pueden	proporcionar	información	discordante[6].			
	
El	 interés	 en	 la	 edad	 biológica	 y	 la	 posibilidad	 de	 conocerla	 y	modificarla	 es	
evidente.	 Además,	 se	 ha	 reforzado	 con	 el	 gran	 incremento	 en	 la	 esperanza	 de	 vida	
experimentado	 en	 el	 último	 siglo	 y	 que	 se	 ha	 acompañado	 de	 un	 aumento	 de	 la		
incidencia	 y	 repercusión	 de	 algunas	 enfermedades	 entre	 las	 que	 destacan	 las	








Los	 factores	 que	 afectan	 a	 la	 edad	 biológica	 son	 tanto	 propios	 del	 individuo,	
incluyendo	los	factores	genéticos	y	psicológicos,	como	de	su	experiencia	vital	en	la	que	
inciden	 factores	 demográficos,	 exposiciones	 a	 factores	 ambientales,	 enfermedades,	
nutrición	y	desarrollo.		
Figura	1.	Cambios	en	la	esperanza	de	vida	del	ser	humano	a	lo	largo	del	tiempo.	Los	




En	 cuanto	 a	 las	 características	 genéticas,	 diferentes	 estudios	 han	 puesto	 de	
manifiesto	la	asociación	entre	distintas	enfermedades	asociadas	con	el	envejecimiento	
y	los	principales	genes	implicados	en	los	procesos	de	senescencia	e	inflamación	[9].	Sin	
embargo,	 la	 acumulación	de	daños	debido	a	 los	 factores	ambientales	externos	 sigue	
siendo	 la	 explicación	 principal	 a	 los	 cambios	 producidos	 durante	 el	 envejecimiento,	
relegando	la	importancia	genética	a	la	eficiencia	de	los	mecanismos	de	reparación	de	





debido	 a	 mutaciones	 de	 transmisión	 mendeliana,	 como	 la	 progeria	 de	 Hutchinson-
Gilford	y	el	síndrome	de	Werner.	
	
Por	 lo	 tanto,	 el	 envejecimiento	 y	 el	 conocimiento	 en	 profundidad	 de	 sus	
mecanismos	reguladores	constituyen	un	reto	para	la	investigación	biomédica	debido	a	
su	 implicación	 en	 distintas	 enfermedades,	 entre	 ellas	 en	 enfermedades	 reumáticas	
como	la	artrosis	y	la	artritis	reumatoide.		
	




[11],	 [12],	 los	 científicos	 han	 tratado	 de	 utilizar	 los	 conocimientos	 adquiridos	
estudiando	el	envejecimiento	celular	para	encontrar	tratamientos	para	enfermedades	
degenerativas	[13],	[14].	En	los	años	1990,	se	relacionó	el	número	de	divisiones	de	los	
fibroblastos	 y	 otras	 células	 en	 cultivo	 con	 el	 acortamiento	 de	 los	 telómeros	
atribuyendo	un	papel	central	a	este	mecanismo	en	el	envejecimiento.	El	acortamiento	









de	 daño	 (inestabilidad	 genómica,	 acortamiento	 telomérico,	 modificaciones	
epigenéticas	y	pérdida	de	 la	homeostasis	proteica),	 los	producidos	como	respuesta	a	














a	 adquirir	 mutaciones,	 sobre	 todo	 aquellas	 a	 gran	 escala	 como	 duplicaciones,	
deleciones	o	reorganizaciones	cromosómicas	visibles	en	el	cariotipo	de	la	célula	que	las	
presenta.	Esta	acumulación	de	daño	en	el	material	genético	a	 lo	 largo	del	 tiempo	se	
produce	como	consecuencia	de	su	constante	exposición	a	agresiones	endógenas	como	
las	 especies	 reactivas	 del	 oxígeno	 (ROS)	 y	 exógenas	 como	 la	 radiación	 ultravioleta.	
Dentro	 de	 la	 inestabilidad	 genómica	 no	 solo	 se	 consideran	 los	 daños	 en	 el	 genoma	
nuclear,	 sino	 también	el	 incorrecto	 funcionamiento	de	 los	sistemas	de	reparación	de	
los	 mismos	 y	 la	 pérdida	 de	 la	 arquitectura	 de	 la	 lámina	 nuclear.	 Además,	 la	
inestabilidad	genómica		también	incluye	el	acortamiento	telomérico	y	el	daño	del	ADN	






Aunque	 las	 células	 presentan	mecanismos	 de	 reparación	 y	 puntos	 de	 control	
para	 mitigar	 el	 alcance	 de	 los	 daños	 (Tabla	 1),	 existen	 evidencias	 de	 que	 la	
inestabilidad	genómica	contribuye	al	envejecimiento	celular	[15]–[17].	La	acumulación	
de	 daños	 en	 el	 genoma	 nuclear,	 se	 mencionó	 por	 primera	 vez	 como	 causa	 de	
envejecimiento	a	mediados	del	siglo	XX	[18].	Estudios	posteriores	demostraron	que	la	
acumulación	 de	 mutaciones	 tiene	 lugar	 de	 forma	 paralela	 al	 envejecimiento	 y	 que	
reducen	 la	 capacidad	 proliferativa	 de	 los	 tejidos	 [19],	 [20].	 Dentro	 de	 los	 diferentes	
tipos	 de	 mutaciones,	 las	 roturas	 de	 la	 hebra	 de	 ADN	 son	 la	 principal	 causa	 de	
inestabilidad	genómica	debido	a	la	elevada	tasa	de	ocurrencia,	a	 la	elevada	gravedad	
que	 conllevan	 sus	 daños	 y	 	 la	menor	 fidelidad	 de	 los	 sistemas	 de	 reparación	 de	 las	
mismas	[21].	
	
Las	 roturas	 de	 cadena	 sencilla	 se	 han	 visto	 asociadas	 con	 la	 senescencia	 en	
células	 epiteliales	 debido	 a	 una	 disminución	 de	 la	 expresión	 y	 de	 la	 actividad	 de	 la	
proteína	polimerasa	poli	ADP	ribosa	(PARP).	Esta	proteína	es	necesaria	para	el	correcto	
funcionamiento	del	sistema	de	reparación	de	este	tipo	de	lesiones.	Los	daños	de	este	
tipo	 desencadenan	 la	 activación	 la	 ruta	 de	 señalización	 de	 p16	 de	 arresto	 del	 ciclo	
celular	[22].	Estos	hallazgos	son	congruentes	con	las	enfermedades	degenerativas	que	
se	producen	en	pacientes	con	mutaciones	en	proteínas	del	sistema	de	reparación	de	



















=	 O6	 -metilguanina	 DNA	 metiltransferasa;	 GG-NER	 =	 reparación	 de	 nucleótidos	




meiosis	 y	 la	 recombinación	 programada	 del	 genoma.	 Gracias	 a	 estos	 procesos	 se	
Tipo de 
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genera	 la	enorme	diversidad	de	 los	gametos	y	de	 los	anticuerpos	y	receptores	de	 los	
linfocitos	T.	No	obstante,	 las	 roturas	de	doble	que	cadena	que	se	producen	fuera	de	
estos	procesos	programados	son	las	principales	responsables	de	las	translocaciones	y	
deleciones	 de	 grandes	 regiones	 de	 ADN	 que	 se	 producen	 cuando	 los	 sistemas	 de	
reparación	no	son	eficaces,	y	que	contribuyen	de	forma	significativa	al	envejecimiento	
celular	 [19].	 La	 radiación	y	 los	 fármacos	anticancerígenos	son	 la	 fuente	exógena	más	
común	de	este	 tipo	de	 lesiones.	También	se	puede	producir	un	gran	aumento	de	 las	
roturas	de	doble	cadena	por	mutación	en	una	o	varias	de	las	proteínas	del	sistema	de	
reparación.	 Cuando	 es	 así,	 se	 observan	 enfermedades	 con	 características	 de	
envejecimiento	 prematuro	 (progeroides)	 que	 se	 asocian	 con	 un	 incremento	 en	 la	





Los	 sistemas	 de	 reparación	 de	 daños	 en	 el	 ADN	 contribuyen	 a	 mantener	 la	
integridad	 del	 genoma	 para	 permitir	 el	 correcto	 funcionamiento	 de	 la	 célula	 y	 su	
división	 (Tabla	 1).	 La	 acumulación	 de	 mutaciones	 en	 los	 genes	 implicados	 en	 estos	
mecanismos	de	reparación	da	lugar	a	una	disminución	de	su	eficiencia	a	medida	que	la	
célula	envejece	[32].	Para	evitar	la	proliferación	de	células	aberrantes,	existen	puntos	
de	control	en	 las	distintas	 fases	del	 ciclo	celular	que	permiten	 su	arresto	en	caso	de	
detectarse	daños	irreparables	en	el	material	genético.	La	proteína	p53	juega	un	papel	
central	 en	 la	 eliminación	 de	 estas	 células	 aberrantes	mediante	 el	 sistema	 inmune	 o	
mediante	su	transformación	en	células	senescentes,	incapaces	de	proliferar	[33],	[34].		
	
Además,	 la	 inestabilidad	 genómica	 puede	 estar	 producida	 por	mutaciones	 en	
las	 proteínas	 de	 la	 lámina	 nuclear,	 que	 desempeñan	 un	 papel	 	 fundamental	 en	 la	
organización	 espacial	 y	 temporal	 del	 material	 genético	 [35].	 Entre	 ellas	 destaca	 la	
lamina	 tipo	A	que	es	un	 componente	estructural	que	mantiene	 la	arquitectura	de	 la	













doble	 cadena	 del	 ADN	 en	 comparación	 con	 controles	 sanos	 	 en	 distintas	
subpoblaciones	de	células	sanguíneas	como	los	polimorfonucleares,	y	las	células	CD4+	
tanto	 naïve	 como	 memoria	 [38].	 Esta	 acumulación	 de	 daños	 se	 ha	 asociado	 con	
defectos	en	 los	sistemas	de	reparación	del	ADN	y	niveles	bajos	de	 la	enzima	quinasa	
ataxia	telangiectasia	mutada	(AT),	necesaria	para	la	reparación	de	roturas	en	la	doble	
hebra	de	ADN	 [39].	Por	 su	parte,	 se	han	encontrado	 incrementadas	 las	aberraciones	
cromosómicas,	 especialmente	 las	 trisomías	 y	 tetrasomías,	 en	 los	 condrocitos	 de	 33	
pacientes	con	artrosis	de	rodilla	y	cadera	comparados	con	los	condrocitos	procedentes	
de	 	 la	 cabeza	 femoral	de	20	 controles	 [40].	 Sin	embargo,	 algunos	de	estos	hallazgos	
han	 sido	 obtenidos	 con	 técnicas	 indirectas	 [37],	 la	 disminución	 en	 ATM	 no	 ha	 sido	
estudiada	 por	 grupos	 de	 investigación	 diferentes	 del	 que	 la	 describió	 [38],	 y	 las	
aberraciones	 cromosómicas	 descritas	 en	 la	 artrosis,	 se	 han	 observado	 en	 lesiones	
avanzadas,	por	lo	que	no	está	claro	si	representan	el	daño	acumulado	por	el	tejido	o	






Los	 telómeros	 son	 estructuras	 especiales	 de	 cromatina	 formadas	 por	
repeticiones	en	tándem	de	la	secuencia	TTAGGG	que	alcanzan	10	a	15	kb	de	longitud	
en	 humanos.	 A	 esta	 secuencia	 se	 unen	 proteínas	 específicas	 que	 protegen	 los	
extremos	 de	 los	 cromosomas	 de	 la	 degradación	 enzimática	 y	 de	 la	 acción	 de	 los	











debido	 a	 la	 ausencia	 de	 un	 nucleótido	 cebador	 con	 un	 extremo	 3’OH	 libre.	 De	 esta	
forma,	el	telómero	se	acorta	en	50	a	150	bases	en	cada	ciclo	de	división	según	el	tipo	
celular.	 Este	 fenómeno	 conduce	 al	 arresto	 del	 ciclo	 celular	 por	 la	 imposibilidad	 de	
superar	los	puntos	de	control	de	la	fase	S	y	la	célula	deja	de	dividirse	[1].	Sin	embargo,	














fragmento	 que	 la	 polimerasa	 no	 puede	 extender	 debido	 a	 la	 falta	 de	 un	 3’OH	 libre.	
Adaptado	de	Blasco	y	col.	[43].	
	
La	 importancia	 de	 la	 longitud	 de	 los	 telómeros	 en	 el	 envejecimiento	 está	
sobradamente	 demostrada	mediante	 diversos	modelos	murinos	 con	 acortamiento	 o	
alargamiento	de	estas	secuencias	que	presentan	una	disminución	o	un	aumento	de	la	
vida	 respectivamente	 [44]–[46].	 Además,	 algunos	 estudios	 han	 encontrado	 relación	
entre	el	acortamiento	de	 los	 telómeros	y	un	 incremento	del	 riesgo	de	mortalidad	en	
humanos	 [47],	 [48].	 Sin	 embargo,	 el	 hallazgo	 más	 concluyente	 es	 la	 posibilidad	 de	
revertir	el	envejecimiento	prematuro	en	modelos	de	ratón	deficientes	en	telomerasa	y	





TRF1	y	TRF2	 (por	su	nombre	en	 inglés	Telomeric	Repeat-binding	Factor),	que	 junto	a	
otras	 proteínas	 forman	 la	 unidad	 funcional	 conocida	 como	 refugina	 (de	 shelterin	 en	





y	 algunos	 casos	 de	 fibrosis	 pulmonar	 primaria.	 Estas	 enfermedades	 presentan	









Aparte	 de	 las	 enfermedades	 hereditarias,	 se	 ha	 descrito	 un	 acortamiento	
telomérico	 acelerado	 en	 múltiples	 enfermedades,	 incluyendo	 varias	 enfermedades	
reumáticas	como	el	lupus	eritematoso	sistémico,	la	artritis	reumatoide,	el	síndrome	de	
Sjogren,	 la	 esclerosis	múltiple,	 	 la	 artrosis	 y	 la	 osteoporosis	 [55].	 En	 relación	 con	 la	
artrosis,	 se	 ha	 observado	 un	 mayor	 acortamiento	 telomérico	 en	 condrocitos	 de	
pacientes	con	artrosis	 respecto	a	controles	sanos	 [56],	y	en	el	 cartílago	 lesionado	en	
comparación	 con	 otras	 regiones	 del	 cartílago	 distales	 no	 lesionadas	 de	 los	 mismos	
pacientes	 con	 artrosis	 de	 rodilla	 [57].	 	 Además,	 se	 ha	 descrito	 un	 	 acortamiento	
telomérico	 en	 células	 sanguíneas	 	 de	 160	 pacientes	 con	 artrosis	 de	 mano	 en	
comparación	 con	 926	 controles	 sanos	 [58].	 En	 esos	 pacientes,	 la	 erosión	 de	 los	
telómeros	 se	 correlacionó	 con	 la	 severidad	 de	 la	 artrosis	 [57].	 No	 obstante,	 estos	
hallazgos	en	células	sanguíneas	no	han	sido	confirmados	de	forma	independiente	y	se	
han	 observado	 resultados	 contrarios	 en	 un	 estudio	 de	 menor	 tamaño	 [40].	 Algo	
parecido	ocurre	en	la	artritis	reumatoide	con	las	células	sanguíneas.	Algunos	estudios	




los	 pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	 mostraban	 telómeros	 más	 largos	 que	 los	
controles	[62],	[63].	A	diferencia	de	la	artrosis,	no	se	ha	realizado	ningún	estudio	en	AR	





Las	 principales	 modificaciones	 epigenéticas	 son	 las	 modificaciones	
postraduccionales	 de	 las	 histonas,	 la	metilación	 del	 ADN	 y	 la	 acción	 de	 los	 ARN	 no	
codificantes	 [64].	 Todas	 ellas	 contribuyen	 a	 modular	 la	 organización	 y	 función	 del	
genoma,	 lo	 que	 se	 refleja	 con	 frecuencia	 en	 cambios	 de	 expresión	 génica.	 Su	
característica	distintiva	 respecto	al	 genoma	es	 su	 flexibilidad,	 y	 con	 respecto	a	otros	














secuencia	 de	 unos	 80	 pares	 de	 bases.	 Mediante	 la	 unión	 de	 la	 histona	 H1	 y	 otras	
proteínas	 accesorias	 los	 nucleosomas	 alcanzan	 distinto	 grado	 de	 compactación.	 De	
esta	 forma,	 la	 cromatina	 puede	 presentarse	 como	 heterocromatina	 altamente	
condensada	 o	 como	 eucromatina	 laxa,	 que	 muestran	 niveles	 de	 transcripción	 y	
exposición	a	daños	muy	diferentes	[65]	(Figura	4).		
	





histonas	 sino	de	 sus	modificaciones	postranscripcionales.	 Se	han	descrito	más	de	60	
modificaciones	 que	 pueden	 tener	 lugar	 en	 distintos	 aminoácidos,	 y	 que	 constituyen	
auténticas	marcas	que	pueden	cambiar	a	lo	largo	de	la	vida	del	individuo	[66]	(Figura	
4).	 Estas	 marcas	 de	 las	 histonas	 juegan	 un	 papel	 importante	 en	 la	 estructura	 de	 la	
cromatina,	 permitiendo	 la	 unión	 de	 diferentes	 factores	 de	 remodelación,	 y	 en	 la	
transcripción	de	los	genes,	modulando	la	unión	de	los	factores	de	transcripción	y	de	los	
complejos	 de	 proteínas	 reguladoras.	 En	 relación	 con	 el	 envejecimiento,	 se	 ha	
observado	 una	 redistribución	 y	 pérdida	 a	 nivel	 global	 de	 la	 heterocromatina	 [16].	
Además,	se	ha	visto	que	modificaciones	en	las	histonas	asociadas	con	la	edad	también	
están	 implicadas	 en	 la	 pérdida	 del	 silenciamiento	 de	 los	 elementos	 repetitivos	






la	 heterocromatina	 en	 los	 extremos	 de	 los	 cromosomas	 debida	 a	 cambios	 en	 las	
marcas	de	las	histonas	que	se	asocia	de	desregulación	de	la	longitud	de	los	telómeros	
[67],	[68].	Las	interacciones	entre	las	marcas	de	las	histonas	y	la	estabilidad	genómica	
se	 completan	con	 los	 cambios	que	 se	producen	en	estas	marcas	 como	consecuencia	
del	daño	en	el	ADN.	Así,	si	se	produce	una	rotura	de	la	doble	hebra	de	ADN,	la	histona	
H2AX	 (que	 es	 una	 de	 las	 isoformas	 de	 la	 H2A)	 se	 fosforila	 a	 lo	 largo	 de	 varias	
megabases	para	inhibir	la	transcripción	de	la	región	dañada	[69];	y	las	histonas	H2A	y	




























Las	 enzimas	 que	modifican	 a	 las	 histonas	 también	 se	 han	 relacionado	 con	 el	
envejecimiento.	 Estas	 enzimas	 son	 muy	 variadas,	 pero	 las	 más	 estudiadas	 y	 que	
parecen	más	importantes	en	relación	con	el	envejecimiento	son	las	que	añaden	grupos	
acetilo	a	las	lisinas	(acetiltransferasas,	HAT),	o	los	eliminan	(desacetilasas	de	histonas,	
HDAC).	 Especialmente	 las	 sirtuinas,	 que	 son	 un	 tipo	 específico	 de	 desacetilasas	





pero	 otras	 se	 deben	 a	 deacetilación	 de	 otras	 proteínas	 entre	 las	 que	 hay	 muchos	
factores	de	transcripción	o	a	su	interacción	metiltransferasas	de	histonas.	Por	varias	de	
estas	rutas,	las	sirtuinas	juegan	un	papel	clave	en	diferentes	mecanismos	relacionados	
con	 el	 envejecimiento	 celular	 y	 por	 ello	 se	 mencionarán	 también	 en	 los	 próximos	
epígrafes	(Figura	5).	Cuando	se	producen	daños	en	el	ADN,	estas	enzimas	se	reubican	
para	inhibir	la	transcripción	y	desacetilar	las	proteínas	de	los	complejos	de	reparación.	
Se	 ha	 visto	 que	 si	 se	 incrementa	 la	 expresión	 de	 las	 sirtuinas	 se	 suprime	 la	
transcripción	 aberrante	 de	 genes	 que	 deberían	 estar	 silenciados	 y	 se	 reducen	 las	
enfermedades	 asociadas	 al	 envejecimiento.	 Entre	 los	 resultados	más	 llamativos	 que	
muestran	su	gran	influencia	se	puede	destacar	el	aumento	de	la	longevidad	de	ratones	










No	 se	 han	 investigado	 las	 marcas	 de	 las	 histonas	 en	 relación	 con	 el	
envejecimiento	en	la	AR	ni	en	la	artrosis,	aunque	se	han	caracterizado	cambios	con	la	








los	 niveles	 elevados	 de	 HDAC	 o	 de	 Sirt1	 contribuyen	 a	 la	 producción	 de	 citoquinas	
inflamatorias,	mientras	 que	 los	 inhibidores	 de	HADC	 o	 el	 silenciamiento	 de	 Sirt1	 las	
reducen.	 Por	 ello,	 se	 ha	 propuesto	 que	 los	 inhibidores	 de	 HDAC	 pueden	 ser	








de	 las	 HDAC,	 HDAC7,	 está	 elevada	 en	 este	 tejido	 y	 su	 nivel	 incrementado	 se	
correlaciona	con	proteínas	que	participan	en	el	daño	como	MMP13	[74].	Posiblemente	
esta	 es	 la	 causa	 de	 que	 los	 inhibidores	 de	 HDAC	 también	 produzcan	 efectos	









mitocondrial	 2	 (SOD2)	 [76].	 	 Estos	 experimentos	 que	 unen	 evidencias	 obtenidas	 en	
ratas,	ratones	y	tejidos	de	pacientes,	 indican	que	 la	disminución	de	Sirt3	con	 la	edad	
reduce	la	capacidad	de	neutralizar	la	oxidación	mitocondrial	del	cartílago	y	predispone	
a	 la	artrosis.	Luego	en	el	cartílago	parece	que	se	unen	aumento	de	alguna	HDAC	con	
disminución	 de	 las	 sirtuinas	 como	 factores	 favorecedores	 de	 la	 OA.	 Este	 panorama	
complejo	 y	 la	 falta	 de	 experimentos	 específicos	 hacen	 que	 no	 se	 pueda	 predecir	 la	




















no	 forman	 parte	 de	 las	 islas	 CpG,	 sino	 que	 se	 encuentran	 dispersos	 a	 lo	 largo	 del	
genoma.	La	función	de	estos	sitios	CpG	no	está	todavía	totalmente	esclarecida	pero	su	






al	 conocimiento	 de	 las	 distintas	 regiones	 diferencialmente	 metiladas	 (DMRs).	
Recientemente	este	estudio	se	ha	ampliado	al	estudio	de	los	cambios	cuantitativos	de	
metilación	(QDMRs),	que	permiten	distinguir	no	sólo	regiones	totalmente	metiladas	y	
totalmente	 desmetiladas,	 sino	 también	 con	 distintos	 grados	 de	 metilación,	 lo	 que	
ocurre	en	muchos	sitios	CpG	a	lo	largo	de	la	vida	del	individuo	[78].		
	
Se	 ha	 documentado	 una	 disminución	 en	 la	 metilación	 en	 los	 elementos	
repetitivos	del	genoma	durante	el	envejecimiento,	que	se	ha	propuesto	que	promueve	
reordenamientos	 cromosómicos	 y	 eleva	 la	 tasa	 de	 mutación	 [79]–[81].	 En	
contraposición	 se	 observa	 un	 incremento	 en	 la	 metilación	 de	 las	 islas	 CpG	 de	 las	
regiones	promotoras,	 que	 conducen	a	una	disminución	de	 la	 expresión	de	 los	 genes	
que	regulan,	si	bien	al	suponer	una	menor	proporción	del	genoma	frente	a	las	regiones	
repetitivas	 se	habla	 siempre	de	una	hipometilación	global	del	ADN	con	 la	edad	 [82],	
[83].	 Estos	 cambios	 se	 han	 apreciado	 también	 en	 células	 senescentes	 y	 en	
enfermedades	progeroides	[84],	[85].		
	
Con	 la	aparición	de	 los	chips	de	metilación	de	 Illumina,	que	permiten	analizar	
27000	o	450000	 sondas	a	 lo	 largo	de	 todo	el	 genoma,	numerosas	publicaciones	han	






tejidos	 [83],	 [86]–[94].	 Algunos	 de	 estos	 cambios	 se	 han	 analizado	 funcionalmente,	
como	es	el	caso	de	la	hipermetilación	del	promotor	del	gen	COX7A1	con	la	edad,	que	
está	implicado	en	el	metabolismo	de	la	glucosa,		y	que	está	asociada	a	la	diabetes	tipo	
2	 [95].	 La	 deposición	 de	 proteína	 β-amilode	 en	 el	 cerebro	 también	 está	 relacionada	
con	una	desmetilación	progresiva	de	su	promotor	a	medida	que	el	individuo	envejece.	
Esta	desmetilación	también	se	observar	en	pacientes	con	la	enfermedad	de	Alzheimer	
[96].	 Se	 han	 considerado	 también	 cambios	 con	 mayor	 repercusión	 como	 la	
hipermetilación	del	ADN	ribosomal,	lo	que	daría	lugar	a	una	disminución	de	la	síntesis	
proteica	 durante	 el	 envejecimiento	 [97]–[99].	 En	 la	misma	 línea,	 se	 ha	 descrito	 una	





el	 sitio	 CpG	 más	 asociado	 con	 la	 edad	 en	 diferentes	 estudios,	 el	 cg16867657	 se	
encuentra	 en	 el	 gen	 ELOVL2	 que	 codifica	 para	 una	 proteína	 transmembrana	 que	
participa	 en	 la	 elongación	 de	 ácidos	 grasos	 poliinsaturados	 de	 cadena	 larga	 y	 sin	
implicación	en	el	envejecimiento	conocida	[104].		
	
Ante	 la	 falta	 de	 evidencias	 sobre	 el	mecanismo	 específico	 por	 el	 cual	 tienen	
lugar	 cambios	 de	 metilación	 con	 la	 edad,	 se	 ha	 propuesto	 un	 modelo	 de	 deriva	
epigenética.	Según	este	modelo,	los	niveles	de	metilación	específicos	de	cada	sitio	CpG	
se	 modifican	 al	 azar	 por	 insuficiente	 exactitud	 del	 sistema	 de	 mantenimiento	 y	 los	
cambios	se	acumulan	con	el	paso	del	tiempo	[105].	De	esta	forma,	los	sitios	CpG	que	
están	 metilados	 en	 la	 juventud	 tenderían	 a	 desmetilarse	 con	 el	 paso	 del	 tiempo	 y	
ocurriría	 lo	 contrario	 con	 los	 sitios	 que	 presentan	 niveles	 de	 metilación	 bajos	 en	
edades	 tempranas.	 Estos	 cambios	 se	añaden	a	 los	que	ocurren	por	otras	 razones	 ya	
que	 aunque	 los	 patrones	 de	 metilación	 de	 las	 células	 somáticas	 son	 generalmente	
estables	y	heredables	a	través	de	las	divisiones	celulares,	incluso	de	manera	completa	





adquieren	 los	patrones	característicos	de	cada	 tejido	a	 la	par	que	se	producen	otros	
cambios	en	la	metilación	en	respuesta	a	circunstancias	del	individuo	o	a	exposiciones	
ambientales.	Todos	estos	cambios	se	van	produciendo	por	la	maquinaria	de	metilación	
y	desmetilación	del	ADN,	 	 cuyos	errores	 se	 incrementan	en	 las	 células	neoplásicas	 y	
durante	el	envejecimiento	[106].	Los	mecanismos	de	control	de	la	metilación	incluyen	
metiltransferasas	de	mantenimiento	(DNMT1),	que	copian	el	patrón	de	la	hebra	madre	







Aunque	 se	 sospecha	que	 los	 cambios	 de	metilación	del	 ADN	 tienen	un	papel	
importante	en	la	patogenia	de	la	artrosis	y	de	la	AR,	todavía	no	se	han	estudiado	con	
detalle.	Así	se	han	descrito	patrones	de	metilación	que	diferencian	a	los	sinoviocitos	de	
pacientes	 con	 AR	 de	 los	 controles,	 incluyendo	 una	 hipometilación	 global	 [108].	
También	se	ha	visto	que	hay	cambios	en	los	linfocitos	T	CD4	naïve	de	los	pacientes	con	
AR	y,	de	forma	destacable,	que	algunos	de	esos	cambios	son	similares	a	los	observados	
en	 los	 sinoviocitos	 [108].	 Las	 consecuencias	 que	 estos	 cambios	 puedan	 tener	 en	 la	
patogenia	 de	 la	 AR	 todavía	 no	 se	 conocen,	 aunque	 hay	 algunos	 que	 parecen	
importantes	 como	 la	hipometilación	en	el	promotor	del	 gen	de	 la	 IL-6	en	 las	 células	
sanguíneas	se	asocia	con	una	elevada	producción	de	ARNm	de	IL-6	en	experimentos	in	
vitro	 [109].	 Tampoco	 se	 ha	 estudiado	 si	 hay	 alguna	 relación	 de	 los	 cambios	 con	 el	
envejecimiento	 o	 si	 muestran	 signos	 de	 envejecimiento	 acelerado.	 En	 cuanto	 a	 la	
artrosis,	se	han	descrito	algunos	SNPs	que	dan	lugar	a	la	aparición	de	sitios	CpG	y	que	
están	 asociados	 con	 la	 susceptibilidad	 a	 padecer	 artrosis,	 como	 rs225014	 en	DIO3	 y	
rs143383	 en	 GDF5.	 Sin	 embargo,	 la	 mayoría	 de	 los	 cambios	 en	 la	 metilación	
observados	en	los	condrocitos	no	son	genéticos	sino	que	probablemente	son	debidos	a	
los	mecanismos	de	adaptación	al	estrés	al	que	están	sometidos	a	lo	largo	de	la	vida	del	











Recientemente,	 los	 ARN	 no	 codificantes	 (ARNnc)	 han	 emergido	 como	
importantes	moléculas	reguladoras	de	la	expresión	génica.	Son	ARN	que	no	codifican	
proteínas	 y	 que	 regulan	 la	 expresión	 a	 nivel	 postranscripcional	 mediante	 varios	
mecanismos.	El	más	común	consiste	en	 inhibir	 la	 traducción	a	proteínas	al	unirse	de	
forma	 complementaria	 a	 los	 transcritos	 de	 ARNm	 [112],	 [113].	 	 El	 conocimiento	 de	
estos	 ARNnc	 y	 de	 su	 función	 todavía	 es	 muy	 incompleto	 pero	 algunos	 ya	 se	 han	
relacionado	con	el	envejecimiento.		
	




en	ese	mismo	 clúster.	 Estas	proteínas	 tienen	un	papel	 importante	en	 la	 senescencia	
celular,	 como	 se	 comentará	 más	 adelante,	 y	 por	 ello	 ANRIL	 está	 implicado	 en	 la	
proliferación	y	senescencia	 [114]–[116].	 Implicación	que	se	refleja	en	que	el	 locus	se	
ha	asociado	en	estudios	de	genoma	completo	con	varias	enfermedades	características	
de	 edad	 avanzada	 y,	 dentro	 del	 locus,	 la	 expresión	 de	 ANRIL	 es	 la	 que	 mostró	 la	
asociación	más	fuerte	con	los	múltiples	fenotipos	[117].	Por	ello,	se	piensa	que	no	sólo	
tiene	un	papel	 en	 el	 envejecimiento	 celular	 sino	que	 alguno	de	 sus	 alelos	 acelera	 el	
envejecimiento	aumentando	la	susceptibilidad	a	la	enfermedad	coronaria	o	la	diabetes	
tipo	2	entre	otras	enfermedades.	Sin	embargo,	no	se	ha	encontrado	asociación	de	este	
locus	 con	 AR	 o	 con	 OA.	 Otros	 ARNlnc	 también	 parecen	 relacionados	 con	 el	
envejecimiento.	 Entre	 ellos,	 destacan	 SAL-RNA1,	 MALAT1	 y	 MIAT	 que	 retrasan	 la	
senescencia	 según	experimentos	en	 los	que	 se	 veía	que	 tenían	un	nivel	 reducido	en	





características	 del	 fenotipo	 senescente	 [118].	Otros	 ARNlnc	 han	mostrado	 expresión	
diferencial	 en	 células	 senescentes	 y	 células	 jóvenes	 pero	 todavía	 se	 desconocen	 los	





de	 los	 mismos	 en	 las	 distintas	 etapas	 de	 la	 vida	 [120]–[122].	 La	 mayoría	 de	 estos	





envejecimiento	 o	 si	 los	 microARN	 tienen	 un	 papel	 causal	 en	 el	 envejecimiento	 y	 la	
senescencia.	 En	 suero	 se	 han	 encontrado	 	 microARNs	 que	 son	 diferentes	 entre	
pacientes	 que	 han	 muerto	 jóvenes	 o	 que	 han	 llegado	 a	 centenarios	 en	 muestras	
obtenidas	años	antes	de	la	muerte	[122].	Estos	microARNs	podrían	tener	un	papel	más	
directo	 en	 el	 envejecimiento,	 pero	 el	 pequeño	 tamaño	 del	 único	 estudio	 con	 este	
diseño	no	permite	 considerarlo	 como	más	 que	 como	una	posibilidad.	Una	 evidencia	
más	directa	de	la	implicación	causal	de	los	miRNA	en	el	envejecimiento	se	ha	obtenido	







han	 relacionado	 con	 cambios	 de	 expresión	 en	 diferentes	 factores	 implicados	 en	 la	
patología.	 Así,	 miR-146a	 reprime	 la	 expresión	 del	 gen	 de	 la	 IL-1	 además	 de	 estar	
relacionado	 con	 en	 el	 dolor	 de	 los	 pacientes	 tanto	 con	 artrosis	 como	 con	 artritis	






en	 relación	 con	 la	 edad	 [127].	 En	 los	 pacientes	 de	 AR	 también	 el	 miR-146a	 se	 ha	
encontrado	 incrementado	 en	 sangre	 y	 tejido	 sinovial	 y	 junto	 con	 el	 miR-155	 han	




Pérdida de la homeostasis proteica 
	
La	 homeostasis	 proteica	 o	 proteostasis	 es	 el	 conjunto	 de	 rutas	 biológicas	
mediante	las	cuales	la	célula	controla	la	biogénesis,	plegamiento,	tráfico	y	degradación	
de	 las	 proteínas	 tanto	 internas	 como	 de	 secreción	 [130],	 [131].	 Por	 lo	 tanto,	 los	
mecanismos	implicados	en	la	proteostasis	son:	la	maquinaria	de	traducción	ribosomal,	
el	 sistema	 de	 plegamiento	 mediado	 por	 chaperonas	 y	 sobre	 todo	 los	 sistemas	 de	




La	 alteración	 de	 la	 tasa	 de	 síntesis	 proteica	 es	 el	mecanismo	 principalmente	
afectado	por	 la	edad.	La	simple	reducción	de	 la	tasa	de	traducción	es	suficiente	para	
incrementar	 la	 longevidad	 en	 múltiples	 especies.	 Se	 ha	 hipotetizado	 que	 se	 deba	
simplemente	 a	 una	 reducción	 de	 la	 carga	 sobre	 la	 maquinaria	 de	 plegamiento	 y	
eliminación,	que	tiende	a	ser	más	ineficiente	en	el	organismo	envejecido	[133]–[135].	
Sin	 embargo	 también	 se	 ha	 visto	 que	 la	 disminución	 de	 la	 traducción	 genera	 una	
selección	 de	 los	 ARNm	 que	 van	 a	 ser	 traducidos	 favoreciendo	 la	 síntesis	 de	
determinadas	proteínas	que	están	implicadas	en	el	incremento	de	la	longevidad	[136].		
	
En	 cuanto	 al	 sistema	 de	 plegamiento	 proteico,	 el	 nivel	 de	 expresión	 de	 las	
chaperonas	se	incrementa	en	respuesta	al	estrés	[137].	Un	ejemplo	es	la	respuesta	al	
estrés	térmico	en	C.	Elegans.	Se	ha	establecido	una	relación	causal	entre	el	incremento	





response,	 HSR)	 y	 el	 incremento	 de	 la	 longevidad;	mientras	 que	 su	 deficiencia	 causa	
envejecimiento	prematuro	 [138]–[140].	 También	en	 ratones	deficientes	en	proteínas	
de	 este	 sistema	 tienen	una	menor	 longevidad	 y	 	 fenotipos	 progeroides	 exacerbados	
[141].	 Los	 problemas	 de	 plegamiento	 proteico	 tienen	 especial	 importancia	 en	 el	
retículo	 endoplasmático	 (RE)	 y	 sobre	 todo	 en	 tipos	 celulares	 especializados	 en	 la	




Finalmente,	 para	 una	 proteostasis	 eficiente	 es	 fundamental	 el	 correcto	
funcionamiento	de	los	mecanismos	de	degradación	proteica	puesto	que	son	el	punto	
final	de	 la	ruta	que	 impide	 la	acumulación	y	agregado	de	proteínas	disfuncionales.	El	
mecanismo	 principal	 de	 degradación	 de	 proteínas	 dañadas	 o	 mal	 plegadas	 es	 el	
proteasoma	 [144].	 Durante	 el	 envejecimiento	 disminuye	 la	 expresión	 de	 las	
subunidades	proteicas	que	lo	conforman,	se	desensambla	o	se	inactiva	por	interacción	
con	 agregados	 proteicos	 [145]–[147].	 Esto	 genera	 una	 acumulación	 de	 proteínas	
disfuncionales	 que	 colapsan	 la	 célula	 e	 inducen	 su	 senescencia	 [148].	 Además,	
fibroblastos	 tratados	 con	 inhibidores	 de	 proteasomas	 presentan	 una	 capacidad	 de	
división	menor	y	desarrollan	un	fenotipo	senescente	[149].	Ratones	con	deficiencias	en	
diferentes	proteínas	de	este	sistema	muestran	envejecimiento	prematuro	y	una	vida	
más	 corta	 [150],	 [151].	 En	 el	 caso	 de	 proteínas	 o	 agregados	 proteicos	 de	 mayor	
tamaño	 la	degradación	y	eliminación	se	produce	por	el	sistema	autofágico-lisosomal.	






avanzada,	 como	 las	 enfermedades	 de	 Parkinson,	 Alzheimer	 o	 Huntington,	 y	 en	 los	






la	 artrosis	 se	 ha	 asociado	 a	 la	 deficiente	 autofagia	 que	 se	 produce	 con	 el	
envejecimiento.	En	 los	condrocitos	existe	una	activación	constitutiva	de	 la	autofagia,	
que	 se	 ve	 comprometida	 durante	 el	 envejecimiento	 por	 la	 disminución	 de	 AMPK,	
molécula	 clave	 de	 la	 detección	 de	 nutrientes,	 como	 se	 explicará	 en	 el	 epígrafe	




estrés	 tanto	 en	 las	 células	 sanguíneas	 como	 en	 el	 tejido	 sinovial	 de	 los	 pacientes.	
Consecuentemente	 con	 el	 incremento	 de	 estas	 proteínas	 se	 ven	 incrementados	 los	
niveles	de	autofagia	en	los	fibroblastos	de	los	pacientes	con	AR,	si	bien	su	papel	en	la	
apoptosis	o	 la	 supervivencia	de	estas	 células	es	 aún	 controvertido	 [156],	 [157].	Otro	
aspecto	cuya	repercusión	no	está	todavía	clara	es	que	varios	estudios	indican	que	las	








(GH),	producida	por	 la	pituitaria,	 y	 su	mediador	 secundario,	el	 factor	de	 crecimiento	
insulínico	(IGF-1).	 	Existen	otros	sistemas	secundarios	de	detección	de	nutrientes	que	
participan	 en	 la	 generación	 de	 energía	 y	 están	 presentes	 en	 la	mayoría	 de	 los	 tipos	
celulares	 (Figura	 6).	 Algunas	 de	 las	 primeras	 evidencias	 indicando	 que	 estas	 rutas	
participan	en	la	longevidad	se	obtuvieron	en	modelos	animales	con	mutaciones	en	los	
genes	para	estas	proteínas.	Otras	evidencias	provienen	de	cambios	en	la	expresión	de	











Sin	embargo,	dentro	de	esta	misma	 ruta,	 los	 ratones	que	 sobreexpresan	el	 supresor	
tumoral	fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfato	(PTEN)	y	aquellos	con	mutaciones	de	pérdida	
de	 función	 de	 la	 quinasa	 PI3K	 viven	 más	 tiempo	 [161],	 [162].	 Además,	 durante	 el	
envejecimiento	y	en	modelos	animales	de	envejecimiento	prematuro	los	niveles	de	GH	




Figura	 6.	 Esquema	 simplificado	 de	 las	 principales	 rutas	 de	 señalización	 para	 la	
detección	de	nutrientes	 en	mamíferos	 y	 su	 relación	 con	el	 envejecimiento.	 IGF-1	=	
factor	 de	 crecimiento	 insulínico	 tipo	 1;	 PI3K	 =	 fosfoinositol	 3	 quinasa;	 Akt	 =	 PKB	 =	





trisfosfato	 3-fosfatasa;	 mTOR	 =	 diana	 de	 la	 rampamicina	 de	 mamíferos;	 S6K1	 =	
proteína	 ribosomal	 S6	 quinasa;	 AMP	 =	 adenosín	 monofosfato;	 AMPK	 =	 proteína	












Otra	 de	 las	 rutas	 secundarias	 incluye	 a	 las	 sirtuinas	 que	 actúan	 de	 forma	








Tanto	 en	 el	 cartílago	 envejecido	 como	 en	 el	 cartílago	 artrósico	 de	 ratón,	 la	
quinasa	AMPK	y	otros	miembros	de	 la	 ruta	 regulados	por	 la	misma	están	 reducidos.	
Este	desequilibrio	en	la	detección	de	nutrientes	se	ha	observado	también	en	cartílago	









niveles	 de	 IGF-1	 e	 IGFBP-3	 en	 el	 suero	 de	 pacientes	 con	 AR	 a	 pesar	 de	 que	 no	 se	
correlacionan	 con	 características	 clínicas	 de	 la	 enfermedad.	 Sin	 embargo	 otros	
estudios	 no	 han	 encontrado	 diferencias	 o	 incluso	 observan	 niveles	 disminuidos	 de	











cadena	 respiratoria,	 ya	 que	 a	 medida	 que	 la	 célula	 envejece	 se	 produce	 un	 mayor	
número	 de	 escapes	 de	 electrones	 [174].	 	 Tradicionalmente	 se	 consideró	 que	 el	
incremento	de		ROS	causaba	a	su	vez	daños	en	el	ADN	y	proteínas	mitocondriales	que	
retroalimentaban	 esta	 disfunción	mitocondrial	 y	 producían	 el	 envejecimiento	 celular	
[175],	[176].	Sin	embargo,	en	un	modelo	de	ratón	deficiente	en	la	polimerasa	gamma	




envejecimiento,	 los	mecanismos	por	 los	cuales	tiene	 lugar	son	todavía	desconocidos.	
Así,	 debido	 al	 elevado	 número	 de	 copias	 de	 ADNmit,	 las	 mutaciones	 en	 células	
somáticas	 generan	 heteroplasmía	 y	 no	 se	 ve	 afectada	 la	 función	mitocondrial	 hasta	
que	 se	 supera	 un	 determinado	 umbral	 de	 ADNmit	mutante	 [179]–[181].	 Este	 hecho	
hace	 improbable	 que	 durante	 la	 vida	 de	 un	 individuo	 se	 acumulen	 suficientes	
mutaciones	 como	 para	 producir	 un	 acortamiento	 de	 la	 vida	 [178],	 [182].	 Se	 han	






Los	 defectos	 en	 los	 procesos	 que	 regulan	 el	 número	 de	 mitocondrias	 en	 la	
célula	 afectan	 también	 al	 estado	 energético	 y	 constituyen	 una	 causa	 de	 disfunción	
mitocondrial.	De	esta	forma,	la	reducción	de	moléculas	clave	para	la	fusión	y	fisión	de	
las	 mitocondrias	 son	 detonantes	 de	 la	 entrada	 de	 la	 célula	 en	 estado	 senescente	
[183]–[185].	 	 De	 la	 misma	 forma	 el	 balance	 negativo	 de	 ATP	 y	 NAD+,	 induce	 la	
expresión	de	p16INK41,	clave	en	el	proceso	de	senescencia	[186],	[187].		Los	defectos	en	
la	 mitofagia,	 proceso	 especializado	 de	 autofagia	 de	 las	 mitocondrias,	 se	 han	
relacionado	 con	 la	 enfermedad	 de	 Parkinson	 y	 de	 Alzheimer	 [188],	 [189].	 Todo	 ello	
evidencia	que	una	correcta	distribución	del	número	y	tamaño	de	 las	mitocondrias	es	
clave	en	el	envejecimiento	celular[190].	Por	el	contrario,	 la	activación	del	sistema	de	
respuesta	 a	 estrés	 mitocondrial	 UPR	 (Unfolded	 Protein	 Response)	 desencadena	
respuestas	 de	 supervivencia	 celular	 cuando	 se	 produce	 acumulación	 de	 deleciones	




espacio	 intermembrana	 para	 la	 correcta	 producción	 de	 ATP.	 Para	 mantener	 una	
correcta	 polarización	 se	 produce	 una	 importación	 de	 calcio	 al	 interior	 que	 está	
finamente	regulada.	Si	la	mitocondria	se	despolariza	se	detiene	la	producción	de	ATP,	
se	 eleva	 el	NADH	 citosólico	 y	 se	 reduce	 la	 actividad	de	 la	 sirtuina,	 lo	 que	 induce	un	
estado	de	senescencia	en	la	célula	[193],	[194].	De	forma	pareja,	la	mitocondria	actúa	
como	un	reservorio	de	calcio	que	se	libera	en	respuesta	al	estrés	celular	activando	en	



















reactivas	 de	 oxígeno	 que	 supera	 la	 capacidad	 antioxidante	 de	 los	 condrocitos,	






La	 senescencia	 celular	 se	 produce	 tras	 el	 arresto	 del	 ciclo	 celular	 debido	 a	 la		
incapacidad	de	 la	célula	de	seguir	dividiéndose.	Constituye	un	nuevo	fenotipo	celular	
ya	que	 la	mayoría	de	 las	células	senescentes	adquieren	morfología	alargada	y	se	han	
descrito	 numerosos	 cambios	 en	 la	 expresión	 génica,	 el	 procesamiento	 proteico	 y	 la	









regulada	 por	 diferentes	 rutas	 de	 respuesta	 al	 estrés,	 incluidas	 también	 las	 de	
reparación	 de	 daños	 en	 el	 ADN.	 Bioquímicamente,	 p16	 inactiva	 CDK4	 y	 CDK6,	 que	
mantienen	 la	 pRb	 activa,	 en	 su	 forma	 hipofosforilada,	 y	 que	 consecuentemente	
bloquea	la	progresión	del	ciclo	celular	en	G1	[211].	La	expresión	de	p16	es	muy	baja	o	





[212].	 Este	 incremento	 ocurre	 de	 forma	 primaria	 a	 nivel	 transcripcional	 y	 se	 ha	
determinado	en	multitud	de	 tejidos	 [213],	 [214].	 La	 senescencia	 celular	 se	 considera	
por	tanto	un	fenómeno	de	respuesta	a	diferentes	tipos	de	estrés	que	induce	el	arresto	
del	 ciclo	 celular	 de	 forma	 irreversible	 [215]–[217].	 Esto	 implica	 que	 la	 senescencia	
tiene	una	función	supresora	de	tumores,	lo	cual	explicaría	que	se	haya	mantenido	a	lo	
largo	 de	 la	 evolución	 pese	 a	 la	 contrapartida	 del	 envejecimiento	 [218],	 [219].	 Sin	
embargo,	existe	cierta	controversia	a	raíz	de	estudios	que	demuestran	que	algunos	de	
los	 factores	 secretados	 por	 las	 células	 senescentes	 favorecen	 el	 desarrollo	 tumoral,	





Phenotype).	 La	 secreción	 de	 estas	 moléculas	 hace	 que	 las	 células	 senescentes	 sean	
visibles	al	sistema	inmune	y	facilita	así	su	aclaramiento	[221].	Las	células	senescentes	
con	 fenotipo	 SASP	 contribuyen	 a	 generar	 un	 ambiente	 inflamatorio	 que	 	 podría	
explicar	el	incremento	de	la	inflamación	que	tiene	lugar	durante	el	envejecimiento	de	
forma	 inespecífica.	 Además,	 los	 factores	 que	 secretan	 las	 células	 senescentes	 son	
especialmente	 importantes	 debido	 a	 que	 confieren	 efectos	 sistémicos	 al	 proceso	 de	
senescencia	[222].	
	
El	 papel	 de	 las	 células	 senescentes	 en	 el	 envejecimiento	 ha	 quedado	
demostrado	por	la	correlación	entre	la	capacidad	de	división	de	las	células	en	cultivo	y	
la	longevidad	de	la	especie	de	la	que	proceden	[223],	por	la	reducida	proliferación	de	
las	 células	 de	 pacientes	 con	 síndromes	 progeroides	 [224]	 y	 por	 la	 acumulación	 de	
células	 senescentes	 en	 los	 tejidos	 a	medida	 que	 el	 organismo	envejece	 [214],	 [225].		








Es	 importante	 destacar	 que	 las	 células	 senescentes	 difieren	 de	 las	 células	
quiescentes	o	que	pierden	la	capacidad	de	replicación	en	que	estas	lo	hacen	debido	al	
proceso	 de	 diferenciación	 y	 no	 en	 respuesta	 al	 estrés	 o	 daños	 en	 el	 ADN.	 Por	 otra	







Diversos	 estudios	 apuntan	 a	 que	 la	 senescencia	 afecta	 también	 a	 las	 células	madre	




no	 tratados	 si	 bien	 la	 elevación	 de	 TNF-α	 en	 la	médula	 ósea	 parece	 incrementar	 la	
apoptosis	de	las	células	madre	hematopoyéticas	[230].		
	
En	 relación	a	 la	artrosis,	a	pesar	de	que	 los	condrocitos	 tienen	 tasas	bajas	de	
replicación,	se	han	descubierto	 linajes	destinados	a	 la	regeneración	y	mantenimiento		














Extenuación de las células madre 
	
Las	 células	 madre	 se	 caracterizan	 por	 su	 capacidad	 de	 autorrenovación	
mediante	 divisiones	 asimétricas	 y	 de	 diferenciación	 en	 uno	 o	 más	 tipos	 celulares	
distintos.	 El	 tamaño	 de	 la	 población	 de	 células	madre	 puede	 por	 tanto	 crecer	 si	 se	
favorece	 la	 autorrenovación	 o	 disminuir	 si	 se	 favorece	 el	 proceso	 de	 diferenciación	
[233].	 Las	 células	madre	 de	 adultos	 residen	 en	 diferentes	 órganos	 y	 en	 condiciones	
normales	son	capaces	de	diferenciarse	en	un	número	 limitado	de	tipos	celulares	que	
conforman	 dicho	 órgano.	 Son	 más	 frecuentes	 en	 tejidos	 con	 mayor	 desgaste	 y	
necesidad	de	regeneración	como	 la	piel	o	 la	mucosa	 intestinal	que	en	otros	como	el	
cerebro	y	el	músculo	[234]–[236].	En	comparación	con	las	células	madre	embrionarias,	
las	 células	madre	 del	 adulto	 tienen	 una	 capacidad	 limitada	 de	mantenimiento	 de	 la	
longitud	de	sus	telómeros.		Los	niveles	de	actividad	de	la	enzima	telomerasa	medidos	
no	parecen	ser	suficientes	para	evitar	su	acortamiento	y	por	lo	tanto	estas	poblaciones	
no	 son	 inmortales	 como	 ocurre	 en	 las	 células	 embrionarias	 [237].	 Esta	 capacidad	
proliferativa	 finita	parece	estar	 relacionada	 también	 con	 las	 rutas	de	 INK4b/ARF-p53	
[238].		
El	papel	de	las	células	madre	en	el	envejecimiento	se	ha	descrito	en	diferentes	
modelos	 murinos	 deficientes	 en	 genes	 como	 Terc(-/-),	 Ku86(-/-),	 LIG4(Y288C),	
XPD(R722W/R722W),	etc.	En	los	que	se	inhibe	la	renovación	de	los	tejidos	y	se	acelera	
la	 aparición	 de	 características	 del	 envejecimiento	 [212–215].	 Durante	 el	
envejecimiento	 	 normal	 se	 produce	 un	 aclaramiento	de	 las	 células	 senescentes,	 que	
lleva	 aparejado	una	movilización	de	 las	 células	 progenitoras	para	 renovar	 el	 tejido	 y	
mantener	el	número	de	células	del	mismo.	En	los	organismos	envejecidos	este	proceso	
de	recambio	se	vuelve	ineficiente	debido	a	la	pérdida	de	la	capacidad	de	división	de	las	











descrito	 anteriormente.	 La	 generación	 de	 ROS	 fuerza	 a	 las	 células	madre	 a	 salir	 del	
estado	de	quiescencia	y	dividirse	mediante	la	activación	de	la	ruta	de	señalización	de	
PI3K-AKT.	 Además	 se	 desencadena	 la	 respuesta	 a	 estrés	 dependiente	 de	 FOXO	 y	 se	





Conocer	 los	mecanismos	moleculares	 que	 conducen	 al	 envejecimiento	 de	 las	





En	 la	 artritis	 reumatoide,	 diversos	 estudios	 han	 sugerido	 alteraciones	 en	 los	
niveles	 de	 las	 células	 madre	 hematopoyéticas	 	 como	 causa	 del	 envejecimiento	
prematuro	 de	 las	 células	 T	 periféricas	 observado	 en	 los	 pacientes.	 Además,	 estas	
células	 sufren	 una	 tasa	 mayor	 de	 apoptosis	 en	 los	 pacientes	 con	 AR	 que	 está	
relacionado	 con	 defectos	 en	 la	 ruta	 ERK	 (	 ruta	 de	 quinasas	 regulada	 por	 señales	
extracelulares)	[241],	[242].		
	
En	 la	 artrosis,	 se	 ha	 demostrada	 la	 existencia	 de	 células	 en	 la	 superficie	 del	











Alteraciones de la comunicación intracelular 
	
El	envejecimiento	afecta	no	solo	a	la	célula	de	forma	individual	sino	también	a	
las	 comunicaciones	 intercelulares	 tanto	 endocrinas,	 como	 neuroendocrinas	 y	
neuronales.	 La	 producción	 de	 hormonas	 por	 parte	 del	 sistema	 nervioso	 tiende	 a	
reducirse	 con	 la	 edad	 mientras	 que	 las	 señales	 inflamatorias	 se	 incrementan	 y	 en	
general	el	ambiente	extracelular	cambia	con	el	envejecimiento	[244],	[245].		
	
En	 relación	a	 la	 infamación	se	ha	descrito	un	 fenotipo	característico	conocido	
en	inglés	como	“inflammaging”	que	se	caracteriza	por	un	incremento	de	la	inflamación	
de	forma	espuria	en	 los	mamíferos	envejecidos.	Esta	 inflamación	puede	deberse	a	 la	
ineficiencia	 del	 sistema	 inmune	 para	 eliminar	 patógenos	 o	 células	 disfuncionales,	 al	
fenotipo	SASP	de	las	células	senescentes,	al	incremento	de	la	activación	del	factor	de	
transcripción	 NF-kB	 o	 a	 mecanismos	 defectuosos	 de	 autofagia	 [246].	 Estos	
desencadenantes	 inician	 la	 formación	 del	 inflamasoma,	 que	 es	 un	 gran	 complejo	
multiproteico	que	se	expresa	en	las	células	del	sistema	inmune	innato	y	que	controla	la	
activación	 de	 la	 caspasa-1	 y	 la	 secreción	 de	 IL-1β	 y	 IL-18	 [247].	 Su	 activación	 es	
dependiente	 de	 la	 proteína	 mitocondrial	 NLRP3,	 cuya	 depleción	 conlleva	 una	
disminución	de	activación	de	este	complejo	y	una	disminución	de	la	respuesta	inmune	
innata	 a	 medida	 que	 el	 organismo	 envejece.	 Diversos	 estudios	 han	 enfatizado	 la	
importancia	de	esta	inflamación	a	nivel	transcripcional	[248],	y	se	ha	demostrado	que	
la	 inhibición	 de	 la	 transcripción	 de	 NF-KB	 rejuvenece	 tejidos	 como	 la	 piel	 [249],	 y	
previene	el	fenotipo	envejecido	en	modelos	de	ratón	[250],	[251].	
	
Sin	embargo,	de	 forma	paralela	a	este	 incremento	en	 la	 inflamación	basal,	 se	
produce	 una	 disminución	 de	 la	 respuesta	 del	 sistema	 inmune	 adaptativo	 e	 innato,	
conocida	 como	 inmunosenescencia	 [252].	 Esta	 disminución	 tiene	 lugar	 debido	 a	 la	
involución	 del	 timo	 y	 la	 sustitución	 de	 la	médula	 ósea	 por	 tejido	 graso,	 fenómenos	
clásicamente	asociados	con	el	envejecimiento.	Pero	además,	a	medida	que	el	individuo	
















conduce	 a	 deterioro	 en	 otros	 tejidos,	 dando	 lugar	 al	 fenómeno	 conocido	 como	
envejecimiento	organismal	[256].		
	






1β	que	 las	 células	de	pases	 tempranos,	 lo	 que	 típicamente	 se	ha	 relacionado	 con	el	
fenotipo	SASP	[257].		
	
Tras	 esta	 breve	 descripción	 los	mecanismos	 implicados	 en	 el	 envejecimiento	
podemos	 afirmar	 que	 se	 trata	 de	 un	 proceso	 complejo,	 resultado	 de	 la	 sinergia	 de	
todos	estos	mecanismos,	que	presentan	relaciones	intrincadas	entre	si.	Por	esta	razón,	
resulta	difícil	encontrar	dianas	 terapéuticas	que	puedan	ser	objeto	de	 fármacos	para	
revertir	 los	 efectos	 patológicos	 de	 un	 envejecimiento	 exacerbado.	 	 Sin	 embargo,	 en	
algunas	 enfermedades	 se	 ha	 sugerido	 la	 implicación	 de	 forma	 más	 destacable	 de	







3. Teorías sobre el envejecimiento 
	
Desde	 la	 teoría	 de	 Weissman	 en	 1881,	 mencionada	 al	 principio	 de	 este	
documento,	 se	 han	 sucedido	 y	 coexistido	 otras	 y	 muy	 diversas	 teorías	 acerca	 del	
envejecimiento,	 sin	 que	 existan	 suficientes	 evidencias	 científicas	 para	 descartar	 o	
postular	 ninguna	 de	 ellas	 como	 verdadera.	 Tanto	 es	 así,	 que	 algunas	 de	 las	 teorías	
clásicas	 han	 sido	 actualizadas	 en	 base	 a	 los	 nuevos	 descubrimientos	 científicos	
manteniéndose	 las	mismas	 premisas	 de	 base.	 Es	 el	 caso	 de	 la	 teoría	 de	Weissman,	
revisada	 por	 Minot	 en	 1907,	 que	 mantiene	 la	 idea	 de	 que	 el	 envejecimiento	 es	 el	




mecanismos	 expuestos	 anteriormente	 como	 causa	 del	 envejecimiento:	 teoría	 de	





Sin	embargo	 todas	estas	 teorías	podrían	agruparse	en	dos	grandes	 corrientes	
de	 pensamiento:	 la	 del	 envejecimiento	 como	 un	 evento	 programado	 y	 la	 del	
envejecimiento	 como	 consecuencia	 de	 la	 acumulación	 de	 daños.	 En	 la	 primera	 se	
incluyen	teorías	como	la	antagonista	pleiotrópica	de	Williams	(1957),	que	propone	la	
existencia	 de	 genes	 que	 se	 expresan	 de	 forma	 beneficiosa	 para	 el	 organismo	 en	 las	
etapas	tempranas	de	su	vida	pero	son	nocivos	pasada	la	madurez	sexual	del	individuo	
[261].	 Se	 englobarían	 en	 esta	 categoría	 también	 las	 teorías	 que	 postulan	 el	
envejecimiento	como	consecuencia	del	decaimiento	del	 sistema	 inmune	o	endocrino	
[262].	Así	por	ejemplo,	en	las	enfermedades	reumáticas	se	postula	un	decaimiento	del	







conocidas	 como	de	edad	avanzada	en	el	 individuo	 [55],	 [263].	En	el	 lado	opuesto	 se	
encuentran	las	teorías	del	uso	y	desgaste,	en	las	cuales	el	organismo	acumula	daños	en	
ADN	o	proteínas	que	reducen	 la	 funcionalidad	de	 los	 tejidos	 [264].	En	 línea	con	esta	
teoría,	recientemente	varios	artículos	han	postulado	que	el	envejecimiento	prematuro	
da	 lugar	 a	 un	 incremento	 en	 la	 vulnerabilidad	 de	 los	 tejidos	 afectados,	 pudiendo	
desencadenarse	 enfermedades	 como	 la	 artrosis	 [265],	 [266]	 o	 las	 enfermedades	
neurodegenerativas	[267].	
	
4. Medición del envejecimiento como proceso biológico 
	
Basándose	 en	 estas	 teorías	 que	 resaltan	 el	 carácter	 multifactorial	 del	
envejecimiento,	es	improbable	que	exista	un	único	biomarcador	capaz	de	recoger	toda	
la	 variabilidad	 existente	 y	 proporcionar	 una	 medida	 universalmente	 válida	 de	 edad	
biológica.	 	 Sin	 embargo,	 existe	 la	 necesidad	 de	 medir	 la	 edad	 biológica	 para	 poder	
distinguir	 entre	 un	 envejecimiento	 saludable	 y	 normal,	 de	 un	 envejecimiento	
prematuro	 o	 acelerado	 que	 podría	 ser	 factor	 de	 riesgo	 de	 múltiples	 enfermedades	
[268].	 Existen	 intentos	 recientes	 de	 combinar	 datos	 de	 diferentes	 marcadores	
mediante	 análisis	 de	 componentes	 principales	 para	 obtener	 medidas	 de	 edad	
biológicas	 que	 engloben	 los	 diferentes	 aspectos	 etiológicos	 mencionados,	 si	 bien	
queda	 mucho	 camino	 por	 recorrer	 para	 su	 validación	 [269],	 [270].	 Actualmente	 el	
proyecto	europeo	MARK-AGE	tiene	como	objetivo	el	análisis	de	diferentes	parámetros	




Existen	 una	 serie	 de	 características	 establecidas	 por	 la	 Federación	Americana	
















[271].	 Sin	 embargo,	 si	 bien	 el	 biomarcador	 idóneo	 tendrá	 como	 objetivo	 reflejar	 la	
esperanza	de	vida	del	 individuo,	hay	que	tener	en	cuenta	que	existen	biomarcadores	
que	presentan	una	baja	correlación	con	la	mortalidad	pero	son	ampliamente	utilizados	
por	 su	 elevada	 correlación	 con	 otras	 manifestaciones	 del	 envejecimiento	 como	 la	
disminución	en	la	capacidad	cognitiva	y	la	forma	física	del	individuo.	De	esta	forma,	en	




también	 con	 una	 serie	 de	 problemas	 específicos	 de	 los	 biomarcadores	 del	
envejecimiento	que	dificultan	su	búsqueda	y	su	aplicación.	
En	 primer	 lugar	 cabe	 destacar	 que	 los	 distintos	 tejidos	 y	 órganos	 de	 un	
individuo	 pueden	 tener	 tasas	 de	 envejecimiento	 diferentes.	 Este	 punto	 es	
especialmente	 conflictivo,	 pues	 como	 se	 ha	 mencionado	 previamente,	 existe	 un	
envejecimiento	 a	 nivel	 local	 o	 tisular,	 diferente	 del	 envejecimiento	 organismal,	más	
difícil	 de	 capturar	 con	 un	 único	 biomarcador,	 si	 bien	 probablemente	 sea	 de	 mayor	
utilidad.	Además,	se	debe	buscar	un	equilibrio	entre	las	diferentes	variables	y	su	peso,	
para	 que	 la	 medida	 no	 esté	 más	 influenciada	 por	 unos	 aspectos	 concretos	 del	











tienen	 mayor	 probabilidad	 de	 padecer	 enfermedades	 y	 han	 acumulado	 durante	 un	
mayor	periodo	de	 tiempo	 los	efectos	dañinos	de	exposición	a	diferentes	parámetros	
ambientales,	 como	 el	 tabaco,	 	 que	 podrían	 sesgar	 los	 resultados	 en	 función	 de	 la	
frecuencia	de	la	exposición	de	los	diferentes		en	la	población	estudiada.	Por	ello,		se	ha	
sugerido	 el	 estudio	 de	 grupos	 de	 edad	 media	 con	 un	 rango	 de	 al	 menos	 30	 años,	
excluyendo	 individuos	 afectados	 por	 enfermedades,	 tanto	 en	 el	 momento	 de	 la	
recogida	 de	 la	 muestra	 como	 anteriores,	 así	 como	 hábitos	 o	 estilos	 de	 vida	 que	
pudiesen	 repercutir	 en	 su	 salud,	 si	 bien	 es	 difícil	 tener	 en	 cuenta	 todos	 estos	





edad	 biológica	 requiere	 de	 algunas	 consideraciones	 estadísticas	 cuya	 solución	 no	 es	
siempre	sencilla.	La	primera	de	ellas	es	el	hecho	de	que	a	diferentes	edades	la	ratio	de	
envejecimiento	es	diferente.	Por	lo	tanto,	es	importante	centrar	los	modelos	en	etapas	




media	 o	 “dilution	 regression	 bias”.	 Este	 sesgo	 implica	 un	 incremento	 del	 error	 de	
predicción	 con	 la	 edad	 inherente	 al	 uso	 de	 la	 regresión	 pero	 cuya	 influencia	 en	 los	
resultados	 debe	 evitarse	 utilizando	 individuos	 pareados	 por	 edad	 en	 los	 grupos	 de	
estudio	sometidos	a	comparación.	Esta	medida	 solventa	 	a	 la	vez	el	problema	de	 las	












aunque	 no	 necesariamente	 estén	 presentes	 en	 el	 momento	 del	 estudio.	 El	 hábito	
tabáquico,	 el	 estrés	o	 las	 enfermedades	 infecciosas	 ejemplifican	de	 forma	 clara	 este	
problema.	 Por	 ello,	 es	 preferible	 la	 validación	 de	 los	 biomarcadores	 de	 la	 edad	 en	
estudios	longitudinales,	que	permiten	determinar	los	cambios	de	la	edad	biológica	de	
forma	 más	 próxima	 a	 la	 realidad.	 Sin	 embargo,	 determinados	 biomarcadores	










Las	 mutaciones	 son	 eventos	 estocásticos	 que	 implican	 el	 cambio	 de	 una	 o	
varias	 bases	 del	 genoma.	 En	 las	 células	 somáticas,	 	 las	 mutaciones	 en	 el	 ADN	
mitocondrial	 se	 acumulan	 con	 el	 paso	 del	 tiempo	 dando	 lugar	 a	 un	 patrón	 tejido	
específico.	 Se	expanden	desde	el	momento	en	que	aparecen	y	 a	medida	que	 tienen	
lugar	las	divisiones	celulares,	no	obstante,	se	ha	calculado	que	se	necesitan	unas	tres	
décadas	para	que	sea	detectable	una	mutación	en	el	ADN	mitocondrial	de	una	célula	












de	 la	 deleción	 en	 músculo	 y	 la	 edad	 cronológica	 es	 de	 r=0.83.	 Sin	 embargo,	 su	




Los	 problemas	 principales	 de	 este	 biomarcador	 son	 su	 dependencia	 de	 la	
división	celular	y	el	 fenómeno	de	heteroplasmía	en	 los	tejidos	en	que	la	mutación	se	
encuentra	 correlacionada	 con	 la	 edad.	 Las	 mutaciones	 mitocondriales	 no	 se	
encuentran	distribuidas	uniformemente	ni	dentro	ni	entre	distintos	tejidos	por	lo	que	
el	 muestreo	 debe	 ser	 amplio	 y	 siempre	 en	 el	 mismo	 tejido	 para	 toda	 la	 población	
objeto	de	estudio	[283].		
	
Finalmente,	 las	 diferencias	 encontradas	 entre	 la	 edad	 estimada	 y	 la	 edad	
cronológica	del	individuo	alcanzan	los	40	años,	pudiendo	solo	categorizarse	individuos	
como	 jóvenes	o	ancianos.	 Estas	diferencias	podrían	deberse	a	 factores	externos	que	
influencien	 la	 tasa	 de	 mutación	 mitocondrial.	 Así,	 se	 ha	 visto	 un	 incremento	 de	 la	
deleción	en	tejido	cardíaco	en	individuos	que	fallecen	debido	a	muerte	súbita	y	en	el	
tejido	 renal	 en	 pacientes	 en	 los	 últimos	 estadios	 de	 enfermedades	 renales.	 Sin	
embargo,	se	desconocen	las	causas	de	las	mutaciones	mitocondriales	debido	a	la	falta	
de	 comprensión	 de	 los	 mecanismos	 de	 replicación	 del	 ADN	 mitocondrial.	 Se	 ha	
propuesto	 que	 un	 incremento	 en	 las	 especies	 reactivas	 de	 oxígeno	 produciría	
mutaciones	espontáneas	en	el	ADNmit	independientes	del	mecanismo	de	replicación.	
En	cualquier	caso,	con	errores	de	predicción	tan	amplios	es	 inviable	su	utilización	en	








Figura	 7.	 Fundamento	 de	 diferentes	 biomarcadores	 de	 edad.	 A)	 Situación	 de	 la	
deleción	mitocondrial	4977	y	genes	afectados	por	la	misma	B)	Racemización	del	ácido	
aspártico,	isómeros	D	y	L	C)	Formación	de	productos	de	glicosilación	avanzada	o	AGEs	
y	 D)	 Esquema	 de	 puntos	 a	 tener	 en	 cuenta	 para	 la	 evaluación	 del	 sistema	 de	









Racemización del ácido aspártico 
	
Durante	 la	 síntesis	 proteica	 en	 las	 células	 de	 mamíferos	 se	 incorporan	
exclusivamente	L-aminoácidos.	A	medida	que	el	organismo	envejece	se	incrementa	la	
inestabilidad	química	y	se	transforman	los	residuos	de	algunos	aminoácidos	al	azar,	de	
forma	 independiente	 a	 la	 acción	 enzimática	 (Figura	 7B).	 De	 esta	 forma,	 mediante	
hidrólisis	de	proteínas,	se	detectan	incrementos	en	la	concentración	del	isómero	D	del	
ácido	 aspártico	 que	 son	 dependientes	 de	 la	 edad.	 Este	 proceso	 se	 conoce	 como	
racemización	 del	 ácido	 aspártico	 (AAR	 por	 sus	 siglas	 en	 inglés,	 Aspartic	 Acid	
Racemization)	y	se	correlaciona	con	la	edad	sobre	todo	en	proteínas	como	la	dentina,	




más	 de	 30	 años	 en	 tejidos	 humanos.	 Se	 ha	 establecido	 la	 dentina	 como	 proteína	
óptima	 en	 el	 que	 la	 r=0.988.	 Sin	 embargo,	 pueden	utilizarse	 otros	 tejidos	 siempre	 y	
cuando	 se	 purifique	 un	 tipo	 de	 proteína	 específica	 con	 bajo	 recambio	 como	 por	
ejemplo	 la	 osteocalcina	 de	 hueso	 o	 la	 elastina	 en	 piel,	 arterias	 y	 ligamentos.	 La	
determinación	 de	 AAR	 en	 estas	 proteínas	 también	 ha	mostrado	 elevada	 correlación	
con	la	edad	(r=0.99).	La	desviación	de	la	estimación	y	 la	edad	real	se	ha	estimado	en	
1.5	 a	 4	 años,	 siendo	 el	 método	 más	 utilizado	 para	 la	 estimación	 de	 la	 edad	 de	
esqueletos	 en	 ciencias	 forenses.	 Sin	 embargo,	 y	 aunque	 en	 teoría	 todos	 los	 tejidos	




Los	 protocolos	 para	 llevar	 a	 cabo	 la	 determinación	 de	 esta	 modificación	
proteica	son	complejos	y	requieren	de	una	elevada	estandarización	para	la	obtención	
de	 resultados	 comparables.	 Así,	 en	 el	 caso	 de	 la	 dentina,	 para	 cada	 diente	 debe	
establecerse	una	curva	de	calibrado	diferente	e	 incluso	para	cada	área	dentro	de	un	















de	 tejidos	 que	 solamente	 están	 disponibles	 post-mortem,	 siendo	 poco	 frecuente	 su	
aplicación	en	 individuos	 vivos	 (solo	 cirugías	 de	 extracción	dental	 o	 reemplazamiento	
articular).		
	
En	 cuanto	 a	 las	 enfermedades	 reumáticas,	 Catterall	 y	 col.	 estudiaron	 el	
cartílago	de	pacientes	con	artrosis	en	relación	al	cartílago	de	pacientes	con	traumas,	
observando	 una	 correlación	 entre	 la	 racemización	 del	 ácido	 aspártico	 y	 el	 grado	 de	
lesión	 histológicamente	 medido	 mediante	 la	 escala	 de	 Mankin	 [288].	 Sin	 embargo,	




Productos de glicosilación avanzada 
	
Los	productos	de	glicosilación	avanzada	(AGEs	por	sus	siglas	en	inglés	Advanced	




Al	 igual	que	ocurre	con	 la	racemización	del	ácido	aspártico,	 los	AGEs	se	 incrementan	














la	 pentosidina	 que	 son	 autofluorescentes.	 Para	 la	 detección	 de	 las	 cantidades	 más	









en	 de	 las	 proteínas	 en	 los	 diferentes	 tejidos.	 Así,	 los	 resultados	 de	 correlación	 en	
cartílago	y	piel	fueron	significativamente	diferentes	(r=0.89,	0.88	y	0.93	para	cartílago	
y	 r=0.80,	 0.72	 y	 0.81	 en	 piel),	 revelando	 que	 la	 tasa	 de	 recambio	 es	 el	 factor	 más	
importante	 a	 tener	 en	 cuenta	 a	 la	 hora	 de	 la	 estimación	 de	 la	 edad	mediante	AGEs	
[291].		
	
La	 fiabilidad	de	este	método	a	 la	hora	de	 realizar	estimaciones	de	 la	edad	es	
difícil	de	establecer	debido	no	solo	a	la	heterogeneidad	en	las	metodologías	de	análisis	







son	 fiables	 por	 encima	 de	 los	 45	 años,	 puesto	 que	 la	 desviación	 estándar	 es	 muy	
grande	[286].			
	
En	 cuanto	 a	 las	 enfermedades	 reumáticas	 los	 AGEs	 se	 han	 encontrado	
incrementados	en	el	 cartílago	durante	el	 envejecimiento	y	 la	 artrosis.	 Especialmente	
característico	es	el	incremento	de	pentosidina	[292],	que	confiere	el	color	amarillento	
típico	del	cartílago	de	individuos	de	edad	avanzada.	Además,	la	acumulación	de	AGEs	
genera	 entrecruzamientos	 entre	 las	 moléculas	 de	 colágeno	 que	 alteran	 las	
propiedades	biomecánicas	del	cartílago	incrementando	su	susceptibilidad	a	la	artrosis	
[293].	 La	 pentosidina	 también	 se	 ha	 encontrado	 incrementada	 en	 pacientes	 de	 AR	
respecto	a	pacientes	con	artrosis,	y	los	niveles	tanto	del	fluido	sinovial,	como	de	suero	
y	 orina	 presentan	 una	 elevada	 correlación.	 Otros	 AGEs	 se	 han	 encontrado	
incrementados	 también	 en	 pacientes	 con	 AR	 respecto	 a	 controles	 sanos	 y	 a	 otras	
enfermedades	 reumáticas	 como	 la	 artrosis	 o	 el	 lupus	 eritematoso	 sistémico	 [293],	
[294].		
	




de	 puntuación	oseográfico	 fue	 el	 de	 Tanner-Whitehouse.	 Este	 sistema	 se	 basa	 en	 la	
comparación	 de	 las	 distintas	 falanges	 con	 un	 atlas	 de	 referencia,	 asignando	 las	
diferentes	 puntuaciones	 a	 cada	 falange.	 Sin	 embargo,	 el	 atlas	 muestra	 solo	 ocho	
estados	de	maduración,	y	se	consiguen	estimaciones	de	edad	útiles	en	el	ámbito	de	la	
pediatría	y	 la	medicina	 forense	cuando	se	trata	de	averiguar	 la	edad	de	un	 individuo	
durante	su	etapa	de	desarrollo.	Sin	embargo,	una	vez	el	hueso	ha	alcanzado	su	total	
maduración	 no	 es	 posible	 establecer	 una	 edad	 precisa	 [295].	 Para	 realizar	 una	
estimación	 de	 la	 edad	 en	 etapas	 posteriores	 a	 la	 edad	 adulta	 del	 individuo,	 se	
diseñaron	sistemas	basados	en	la	aparición	de	signos	del	envejecimiento	en	el	hueso,	
como	 determinadas	 formas	 de	 proliferación,	 aumento	 de	 la	 porosidad	 y	 ciertas	







el	 OSS	 está	 relacionado	 con	 el	 estado	 global	 de	 salud	 del	 individuo	 y	 predice	 la	
mortalidad,	 sobre	 todo	 en	 individuos	 de	 mediana	 edad.	 Además,	 su	 varianza	 está	
explicada	principalmente	por	factores	genéticos	(57%)	mientras	que	el	sexo,	la	altura,	
el	 BMI,	 el	 nivel	 de	 estrógenos	 y	 la	 menopausia	 explican	 apenas	 un	 6%.	 Estas	
características	 lo	 hacen	 idóneo	 para	 la	 predicción	 de	 la	 edad	 biológica	 del	 individuo	
[285].		
	
El	 OSS	 suele	 restringirse	 al	 análisis	 de	 la	mano	 por	 razones	 prácticas,	 ya	 que	
mediante	una	única	radiografía	permite	 la	evaluación	de	27	huesos	completos,	cuyos	
cambios	 están	 relacionados	 con	 la	 edad.	 Sobre	 las	 radiografía	 de	 los	 distintos	
individuos	 se	 realizan	medidas	 osteométricas	 (de	 longitud,	 grosor	 y	 densidad	 de	 los	
huesos)	 y	 osteográficas	 (determinación	 de	 la	 presencia	 de	 centros	 de	 osificación,	
osteofitos,	nódulos	de	Heberden	entre	otras	modificaciones	que	aparecen	típicamente	




Este	 sistema	 de	 puntuación	 oseográfico	 tiene	 una	 correlación	 elevada	 con	 la	
edad	 cronológica	 (r=0.8)	 aunque	 varía	 en	 función	 del	 grupo	 étnico	 y	 el	 sexo.	 La	





radiográficos	 sino	 su	 naturaleza,	 ponderados	 según	 su	 prevalencia,	 severidad	 y	
localización.	Además,	 se	 ha	 señalado	 la	 fiabilidad	 intraobservador	 como	 satisfactoria	







Longitud de los telómeros 
	
El	acortamiento	telomérico	es	la	medida	de	edad	biológica	más	utilizada	hasta	





de	 la	 longitud	de	 los	telómeros	en	células	de	sangre	periférica	estaba	correlacionada	
con	 el	 acortamiento	 sufrido	 en	 los	 tejidos	 afectados	 por	 diversas	 enfermedades	
permitió	 su	 expansión	 como	 biomarcador	 de	 envejecimiento.	 Sin	 embargo,	 como		




El	 acortamiento	 telomérico	 puede	 determinarse	 mediante	 diversas	 técnicas	
basadas	en	 la	especificidad	de	 la	secuencia	de	ácidos	nucleicos,	es	decir,	 la	unión	de	
una	 sonda	 o	 cebador	 específico	 de	 la	 región	 telomérica.	 Los	 diferentes	 métodos	
descritos	pueden	aplicarse	al	conjunto	de	células	de	la	muestra,	a	una	célula	única	y	a	
cada	 cromosoma	 individualmente,	 existiendo	 por	 tanto	 diferencias	 en	 las	 medidas	
para	un	mismo	individuo.	El	método	considerado	actualmente	como	el	estándar	oro	es	
el	Southern	blot.	Mediante	este	método	se	obtiene	una	medida	absoluta	de	la	longitud	
de	 los	 telómeros	 promedio	 de	 las	 diferentes	 células	 que	 componen	 la	muestra.	 Sin	
embargo,	 es	 un	método	 laborioso,	 que	 requiere	 del	 corte	 del	 ADN	 con	 enzimas	 de	
restricción,	 su	 separación	 en	 geles	 de	 agarosa	 y	 transferencia	 a	 una	 membrana	 de	
nylon,	 donde	 se	 hibridan	 con	 sondas	 específicas.	 El	 resultado	 es	 un	 bandeado	 que	
revela	la	longitud	de	los	telómeros	de	todas	las	células	de	la	muestra,	de	forma	que	se	
asigna	un	valor	promedio	para	cada	muestra.	Sin	embargo,	esta	técnica	muy	laboriosa,	







Otro	 de	 los	 métodos	 basado	 en	 la	 hibridación	 de	 sondas	 es	 el	 ensayo	 de	
protección	 (HPA;	 Hybridisation	 protection	 assay),	 mediante	 el	 cual	 se	 hibridan	
oligonucleótidos	 directamente	 con	 el	 lisado	 celular	 y	 se	 mide	 la	 intensidad	 de	
quimioluminiscencia.	 El	 punto	 crítico	 de	 la	 técnica	 radica	 en	 la	 realización	 de	 los	
lavados	para	 eliminar	 las	 sondas	no	hibridadas.	 La	medida	debe	 ser	 relativizada	 a	 la	
cantidad	 total	 de	 ADN	 incluido	 midiendo	 simultáneamente	 una	 sonda	 inespecífica,	
como	 un	 elemento	 Alu.	 Las	 ventajas	 frente	 al	 Southern	 blot	 son	 la	 importante	
disminución	 en	 la	 cantidad	 de	 ADN	 requerido	 (del	 orden	 de	 nanogramos)	 y	 que	 no	
incluye	las	regiones	subteloméricas	[298]	
	
El	método	actualmente	más	utilizado	 sin	embargo	es	 la	qPCR.	Por	un	 lado	 se	
encuentra	 la	 qPCR	 que	 ofrece	 una	 medida	 única	 promedio	 de	 la	 longitud	 de	 los	
telómeros	 de	 todos	 los	 cromosomas	 de	 la	muestra,	 puesto	 que	 la	 secuencia	 de	 los	
cebadores	es	 complementaria	 a	 la	propia	 repetición	 telomérica.	 	 Es	una	 técnica	que	
resulta	menos	laboriosa	que	el	Southern	blot,	pudiendo	aplicarse	a	un	número	mayor	
de	muestras.	Por	otra	parte	está	el	método	STELA,	que	combina	la	técnica	qPCR	con	el	
conocimiento	 de	 la	 secuencia	 subtelomérica	 para	 amplificar	 únicamente	 la	 región	
telomérica	 de	 un	 único	 cromosoma	 [299],	 [300].	 Sin	 embargo,	 estas	 técnicas	 tienen	
una	variabilidad	mayor	y	menor	reproducibilidad	que	la	técnica	de	Southern	blot	[301].	






los	 telómeros	 de	 las	 diferentes	 muestras	 ensayadas.	 Debido	 a	 los	 problemas	 para	
ajustar	las	variaciones	técnicas	entre	los	diferentes	pocillos	de	la	PCR	se	desarrollaron	
métodos	 basados	 en	 la	 tecnología	 multiplex	 para	 determinar	 la	 longitud	 de	 los	










Por	 último,	 se	 encuentran	 los	métodos	 de	 análisis	 de	 cromosomas	mediante	
hibridación	 de	 sondas	 fluorescentes	 in	 situ	 (Q-FISH).	 Estas	 técnicas	 requieren	 la	
disponibilidad	de	células	del	 tejido	que	se	pretende	estudiar.	Pese	a	ser	 laboriosa,	 la	
técnica	Q-FISH	determina	 la	 longitud	de	 todos	 los	 telómeros	mediante	 la	hibridación	
de	 las	 sondas	en	 los	 cromosomas	de	 la	 célula	 en	metafase.	 El	 acoplamiento	de	esta	
técnica	 a	 la	 citometría	 de	 flujo	 (Flow-FISH)	 ha	permitido	disminuir	 la	 laboriosidad,	 si	
bien	 sigue	 siendo	 compleja	 y	 costosa	 para	 la	 aplicación	 en	 muchas	 muestras.	 Para	
reducir	dicha	complejidad	Freulet-Marrier	et	al.	propusieron	una	determinación	de	la	
longitud	 de	 los	 telómeros	 de	 forma	 indirecta,	 basada	 hibridación	 con	 la	 cola	 de	
guaninas	 (T-OLA,	 Telomeric-oligonucleotide	 ligation	 assay)	 que	 se	 correlaciona	






individuos	mayores	de	60	años,	que	no	 fue	 replicada	por	Bischoff	 y	 col.	 en	2005.	en	
individuos	mayores	 de	 73	 años.	 Salvando	 las	 diferencias	 poblacionales,	 en	 el	 primer	
estudio	se	utilizó	el	método	de	qPCR	descrito	por	el	propio	Cawthon	para	determinar	
la	longitud	de	los	telómeros,	mientras	que	en	el	segundo	estudio	se	empleó	la	técnica	
de	 Southern	 blot	 [48],	 [304].	 Posteriormente	 tampoco	 Martin-Ruiz	 y	 col.	 fueron	
capaces	de	replicar	 los	resultados	utilizando	qPCR	en	individuos	de	más	de	75	años	y	
parejas	 de	 gemelos,	 si	 bien	 un	 estudio	 de	 2007	 de	 Bakaysa	 y	 col.	 lo	 confirmaron	












Metilación del ADN 
	
En	 los	últimos	años	se	ha	producido	un	gran	volumen	de	datos	de	metilación	
basados	 en	 arrays	 que	 determinan	 cientos	 de	 sitios	 CpGs	 distribuidos	 a	 lo	 largo	 de	
todo	el	genoma.	Gracias	a	 los	datos	de	 individuos	sanos	de	diferentes	estudios	caso-
control,	 se	 ha	 podido	 estudiar	 la	 relación	 de	 muchos	 de	 estos	 sitios	 con	 la	 edad	
cronológica	del	individuo	en	el	momento	de	la	recogida	de	la	muestra.	Según	diversos	
estudios,	más	de	un	 tercio	de	 los	 	 sitios	CpG	del	 array	450	o	27K	de	 Illumina	 tienen	





En	 base	 a	 estos	 cambios,	 diversos	 autores	 han	 elaborado	 modelos	 de	
predicción	 de	 edad	 usando	 el	 nivel	 de	 metilación	 en	 una	 serie	 de	 sitios	 CpG	 de	
diferentes	 genes	 que	 conforman	 los	 conocidos	 como	 relojes	 epigenéticos	 o	 como	
DmAM	(por	sus	siglas	en	inglés	DNA	methylation	age	measures),	como	nos	referiremos	
a	 ellos	 en	 este	 trabajo	 [104],	 [307].	 Los	 sitios	 CpG	 más	 comúnmente	 utilizados	 se	
encuentran	 en	 los	 genes	 	CELF6,	NHLRC1,	GLRA1,	 LAG3,	HTR7,	SCGN,	ELOVL2,	FHL2,	
PENK,	ASPA	y	EDARADD	con	varios	sitios	CpG	que	se	hipermetilan	o	hipometilan	con	la	
edad	 [308].	 Se	 han	 propuesto	 diferentes	 DmAM	 con	 diferencias	 en	 el	 método	 de	





cada	 muestra,	 diversos	 autores	 han	 utilizado	 pirosecuenciación	 o	 técnicas	 de	





mejores	 modelos	 de	 predicción	 de	 edad	 (Tabla	 2).	 Su	 utilización	 queda	 restringida	





específicos	y	 cambian	a	 lo	 largo	de	 las	diferentes	etapas	de	desarrollo	del	 individuo.	
Así,	se	han	desarrollado	DmAM	específicas	para	los	diferentes	tejidos,	siendo	los	más	





propuesta	 por	 Hannum	había	mostrado	 ya	 	 buena	 correlación	 con	 la	 edad	 en	 otros	
tejidos	 (piel,	 mama,	 riñón	 y	 pulmón).	 Sin	 embargo,	 ambas	 DmAM	 necesitan	 de	 un	
elevado	 número	 de	 sitios	 CpG,	 siendo	 desventajosas	 para	 el	 estudio	 de	 muchas	
muestras	(Tabla	2)	[88],	[94].	
	
Por	 otra	 parte,	 las	 DmAM	 que	 utilizan	 un	 número	 más	 bajo	 de	 sitios	 CpG	
pretenden	realizar	predicciones	en	un	rango	muy	amplio	de	edad,	que	incluye	tanto	la	


































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































en	 la	edad	adulta,	como	 lo	son	 las	enfermedades	reumáticas,	utilizando	además	una	





La	 determinación	 de	 la	 actividad	 β-Galactosidasa	 se	 considera	 uno	 de	 los	
biomarcadores	 tradicionales	 presentes	 en	 las	 células	 senescentes	 de	 un	 tejido.	 Sin	
embargo,	actualmente	no	existe	un	consenso	a	la	hora	de	delimitar	las	características	
de	 las	 células	 senescentes	 y	 por	 tanto	 tampoco	 se	 puede	 considerar	 este	 u	 otros	
biomarcadores	 como	 universales.	 De	 esta	 forma,	 existen	 marcadores	 que	 reflejan	






madre	 [310].	 Esto	 hace	 posible	 una	 detección	 de	 este	 tipo	 de	 células	 mediante	 la	
adicción	de	un	substrato,	X-gal,	que	a	pH	6.0	adquiere	color	azul	al	ser	procesado	por	
el	 enzima	 β-Galactosidasa	 [311].	 	 Posteriormente	 se	 ha	 demostrado	 que	 este	
biomarcador	aparece	tanto	en	aquellas	células	con	senescencia	replicativa	como	en	las	
que	adquieren	el	estado	de	senescencia	debido	a	factores	extrínsecos	como	el	estrés.		






establecido	 el	 valor	 de	 correlación	 entre	 la	 edad	 cronológica	 y	 la	 tinción	 de	 células	








5. El envejecimiento en las enfermedades reumáticas 
	





que	 podría	 causar	 este	 tipo	 de	 patologías	 caracterizadas	 por	 la	 aparición	 de	 nuevas	
células	o		productos	de	secreción	de	las	células	[7].	También	se	ha	hipotetizado	con	la	
acción	 de	 alguno	 de	 los	mecanismos	 del	 envejecimiento	 de	 forma	 específica	 en	 los	




enfermedades	 reumáticas	 con	 base	 autoinmune	 como	 en	 el	 lupus	 eritematoso	
sistémico,	 la	artritis	reumatoide,	el	síndrome	de	Sjogren	y	la	esclerosis	múltiple;	pero	
también	 en	 	 la	 artrosis	 y	 la	 osteoporosis.	 Así,	 algunas	 enfermedades	 se	 desarrollan	
típicamente	 a	 edades	 en	 las	 que	 el	 acortamiento	 telomérico	 comienza	 a	 ser	 crítico,	
cincuenta	o	sesenta	años,	mientras	que	otras	tienen	un	desarrollo	más	temprano	[55].	
A	pesar	de	que	todas	ellas	afectan	al	aparato	locomotor	o	musculoesquelético,	debido	






Envejecimiento en la artrosis 
	
La	 artrosis	 (en	 inglés	 osteoarthritis,	 OA)	 es	 una	 enfermedad	 crónica	 y	







y	 de	 un	 6.2%	 para	 la	 artrosis	 de	 mano	 [314].	 La	 artrosis	 es	 la	 segunda	 causa	 de	
incapacidad	 laboral	en	España,	 tanto	permanente	 como	 temporal,	 consumiendo	una	
parte	 importante	 de	 los	 recursos	 sanitarios	 y	 reduciendo	 la	 calidad	 de	 vida	 de	 los	
pacientes	[315].		
	
Los	 factores	 de	 riesgo	 principales	 de	 la	 artrosis	 son	 el	 sexo	 femenino,	 sobre	
todo	 en	 el	 caso	 de	 la	 artrosis	 de	 rodilla	 y	 mano;	 la	 obesidad,	 principalmente	 en	 la	
artrosis	de	 rodilla	 y	 la	 cadera	 y	 la	 edad,	que	es	el	 factor	de	 riesgo	más	 fuertemente	
correlacionado	 con	 todos	 los	 tipos	de	 artrosis.	 Sin	 embargo,	 los	mecanismos	por	 los	
cuales	 la	enfermedad	se	desarrolla	en	mayor	medida	en	 individuos	a	partir	de	 los	50	
años	 son	 todavía	 desconocidos	 [314],	 [316].	 En	 el	 caso	 del	 sexo	 femenino,	 tras	 la	
menopausia	descienden	los	niveles	de	estrógenos,	que	 influyen	no	solo	en	 la	síntesis	
de	 proteoglicanos	 sino	 también	 en	 la	masa	muscular.	 Además,	 los	 traumatismos,	 la	
sobreutilización	 de	 la	 articulación	 en	 determinadas	 profesiones	 y	 algunas	
enfermedades	 que	 modifican	 la	 estructura	 de	 la	 articulación	 contribuyen	 al	
desencadenamiento	 y	 progresión	 de	 la	 artrosis,	 siendo	 considerada	 en	 estos	 casos	
como	artrosis	secundaria.	Por	último,	existe	un	componente	genético	que	da	 lugar	a	
una	 predisposición	 familiar	 de	 la	 enfermedad.	 Esta	 amplia	 variedad	 etiológica	 ha	



















capacidad	 para	 dividirse	 y	 carecen	 de	 un	 pool	 de	 células	 progenitoras	 que	 puedan	
regenerar	el	tejido	mediante	diferenciación	[318].	A	medida	que	el	individuo	envejece	
tiene	 lugar	 un	 aumento	 de	 la	 apoptosis	 de	 los	 condrocitos,	 tanto	 en	 cartílago	 de	
pacientes	 con	 artrosis	 como	 en	 el	 cartílago	 macroscópicamente	 conservado	 de	
individuos	entre	40	y	60	años.	Así,	se	pierden	un	50%	de	los	condrocitos	entre	los	20	y	
los	90	años	en	 la	zona	superficial	del	cóndilo	 femoral	 [319].	La	muerte	celular	de	 los	
condrocitos	puede	deberse	a	la	pérdida	de	capacidad	para	responder	a	los	factores	de	
crecimiento,	que	contribuyen	a	desequilibrar	la	actividad	anabólica	y	catabólica	[320].	
Existen	 estudios	 que	 demuestran	 el	 mecanismo	 mediante	 el	 cual	 el	 incremento	 de	
especies	reactivas	del	oxígeno	(ROS)	activan	la	apoptosis	en	los	condrocitos	y	como	los	
cuerpos	 apoptóticos	 propician	 la	 calcificación	 del	 cartílago,	 característica	 que	 puede	
apreciarse	 en	 el	 cartílago	 tanto	 durante	 el	 envejecimiento	 como	 en	 la	 artrosis	 más	
avanzada	[321].		
	
Puesto	 que	 los	 condrocitos	 se	 encuentran	 en	 un	 ambiente	 carente	 de	
vascularización,	 con	 bajos	 niveles	 de	 oxígeno	 y	 nutrientes,	 su	 metabolismo	 se	 basa	
principalmente	 en	 la	 glucolisis.	 Sin	 embargo,	 los	 cambios	 en	 la	 irrigación	 del	 hueso	





oxígeno	en	 el	 líquido	 sinovial,	 pueden	 variar	 las	 condiciones	 de	oxígeno	que	 llega	 al	
cartílago	[322].	Si	esto	ocurre,	los	condrocitos	generan	niveles	anormales	de	ROS,	y	se	
destruyen	 no	 solo	 las	 membranas	 celulares	 sino	 también	 la	 matriz	 extracelular,	
produciéndose	 el	 daño	 articular.	 Además,	 se	 ha	 descrito	 que	 el	 aumento	 de	 ROS	
genera	 una	 respuesta	 proinflamatoria	 que	 a	 su	 vez	 retroalimenta	 positivamente	 la	
generación	de	más	estrés	oxidativo	[323].	Por	otra	parte,	el	estrés	celular	que	conlleva	
la	 presión	 mecánica	 a	 la	 que	 están	 sometidos	 los	 condrocitos	 genera	 daños	 en	 la	
mitocondria,	que	es	la	fuente	principal	de	ROS	y	promueve	la	apoptosis.	Sin	embargo,	
el	 cartílago	 no	 puede	 responder	 a	 este	 estrés	 mediante	 el	 incremento	 de	 agentes	
antioxidantes	tal	y	como	ocurre	en	otros	tejidos	más	vascularizados	[316].	Se	cree	que	
ciertos	 grupos	mitocondriales	 podrían	 estar	 ligados	 a	 una	mayor	producción	de	ROS	
mitocondrial	 y	 por	 ello	 contribuir	 en	 mayor	 medida	 que	 otros	 al	 desarrollo	 de	 la	
artrosis,	si	bien	esta	teoría	no	está	totalmente	establecida	[324],	[325].	
	




proteolíticos	 presentes	 en	 el	 líquido	 sinovial	 [327].	 Además,	 las	 propiedades	




proliferar	 y	 sintetizar	 matriz	 extracelular,	 si	 bien	 su	 capacidad	 para	 producir	
mediadores	proinflamatorios	y	enzimas	de	degradación	se	mantiene.	A	medida	que	los	
condrocitos	se	vuelven	senescentes	aumenta	la	secreción	de	los	factores	IL-1,	IL-6,	IL-7,	
IL-8,	 GROα,	 MCP-2	 y	 MMP-3,	 característicos	 del	 fenotipo	 SASP.	 De	 esta	 forma	 los	
condrocitos	 senescentes	 contribuyen	 al	 ambiente	 proinflamatorio	 y	 a	 la	 elevada	











que	 presentan	 fibrosis	 [328].	 Las	 células	 de	 estos	 grupos	 presentan	 marcadores	 de	
células	 progenitoras	 y	 un	 amplio	 espectro	 de	 marcadores	 de	 activación	 y	
diferenciación	de	condrocitos.	Esto	se	ha	postulado	como	un	intento	de	reparación	del	
tejido	 dañado,	 pero	 más	 que	 contribuir	 a	 su	 reparación,	 parece	 que	 da	 lugar	 a	 la	
expresión	aberrante	de	genes	observada	durante	 la	artrosis	 [329].	En	estas	zonas	de	





demostrado	un	acortamiento	 telomérico	durante	el	 envejecimiento	en	estas	 células.	
Se	 cree	 que	 esta	 erosión	 de	 los	 telómeros	 se	 debe	mayoritariamente	 a	 factores	 de	
estrés,	como	la	hipoxia	y	 la	presión	mecánica	a	 la	que	están	sometidas	estas	células,	
más	 que	 al	 número	 de	 divisiones	 a	 lo	 largo	 de	 la	 vida	 del	 individuo	 [331].	 Varios	
estudios	han	demostrado	un	acortamiento	de	 los	 telómeros	 tanto	en	condrocitos	de	
pacientes	 con	 artrosis	 respecto	 a	 controles,	 como	 en	 el	 cartílago	 in	 vivo,	 mediante	




Por	 todo	 lo	anteriormente	descrito,	parece	evidente	que	el	 cartílago	articular	
sufre	un	proceso	de	envejecimiento	que	altera	 su	 capacidad	de	 respuesta	a	daños	e	
incrementa	 su	 vulnerabilidad.	 Aunque	 este	 envejecimiento	 no	 puede	 considerarse	
como	 un	 agente	 causal	 de	 la	 artrosis,	 los	 estudios	 apuntan	 a	 que	 contribuye	 al	
desarrollo		de	la	enfermedad.	Sin	embargo,	la	edad	es	un	agente	que	actúa	a	nivel	de	







en	 consonancia	 con	 ciertas	 características	 observadas	 en	 estudios	 epidemiológicos.	
Así,	se	sabe	que	los	pacientes	con	artrosis	tienen	mayor	prevalencia	de	comorbilidades	
de	 edad	 avanzada,	 discapacidad	 y	 mortalidad.	 Varios	 estudios	 apuntan	 a	 un	
incremento	 del	 riesgo,	 de	 hasta	 el	 26%,	 de	 padecer	 enfermedades	 cardiovasculares	
tras	 haber	 sufrido	una	 cirugía	 de	 reemplazamiento	 articular	 por	 artrosis	 [332].	 En	 la	
misma	 línea,	 un	metaanálisis	 de	 49	 estudios	 revela	 la	 relación	 entre	 la	 artrosis	 y	 la	
diabetes	mellitus,	mostrando	que	los	pacientes	con	artrosis	tienen	un	riesgo	1,41	veces	
mayor	de	 sufrir	 diabetes	que	 los	 individuos	 sin	 artrosis	 [333].	Además,	 los	pacientes	
con	artrosis	tienen	mayor	riesgo	de	desarrollar	demencia	y	enfermedad	de	Parkinson	
[334].	Por	último,	existe	un	incremento	en	el	riesgo	de	mortalidad	de	los	pacientes	con	
artrosis	 de	 rodilla	 y/o	 cadera	 en	 comparación	 con	 la	 población	 general,	 sobre	 todo	
debido	 a	 demencia	 y	 a	 enfermedades	 cardiovasculares	 [335].	 Sin	 embargo,	 también	
existen	 algunos	 estudios	 epidemiológicos	 que	 no	 revelan	 un	 incremento	 en	 la	
mortalidad	ni	en	las	comorbilidades	anteriormente	descritas	[336],	[337];	por	 lo	cual,	




articulación,	 ni	 a	 nivel	 sistémico	 en	 los	 pacientes	 con	 artrosis	 que	 puedan	 apoyar	 o	
descartar	esta	hipótesis.	Solamente	un	estudio	en	sangre	ha	encontrado	acortamiento	
telomérico	 en	 160	 pacientes	 con	 artrosis	 en	 la	 mano	 en	 comparación	 con	 926	
controles	 sanos	 [58].	 Además,	 la	 erosión	 de	 los	 telómeros	 se	 correlaciona	 con	 la	
severidad	de	la	artrosis	de	mano	aunque	estos	hallazgos	no	han	sido	confirmados	de	
forma	 independiente	 y	 se	 han	 observado	 resultados	 contrarios	 en	 un	 estudio	 de	
menor	 tamaño	 (39	 pacientes	 vs	 20	 controles)	 [40].	 También	 un	 estudio	 reciente	
encontró	niveles	de	pentosidina	menores	en	el	suero	y	hueso	de	pacientes	con	artrosis	







En	 conclusión,	 recientemente	 se	 han	 revisado	 los	 mecanismos	 del	
envejecimiento	 que	 afectan	 al	 cartílago,	 definiendo	 como	 condrosenescencia	 al	
proceso	dependiente	de	 la	edad	a	través	del	cual	se	deteriora	el	condrocito	articular	
ligado	 a	 factores	 intrínsecos,	 como	 la	 división	 de	 los	 condrocitos,	 y	 a	 factores	




Envejecimiento en la artritis reumatoide 
	
La	artritis	 reumatoide	es	una	enfermedad	 inflamatoria	crónica	 	que	cursa	con	
dolor,	 rigidez,	 hinchazón	 y	 pérdida	 de	 la	 movilidad	 de	 las	 articulaciones	 de	 forma	
simétrica,	especialmente	de	manos,	pies,	muñecas,	hombros,	codos,	rodillas	y	cadera.	
También	 existen	 manifestaciones	 extra-articulares	 que	 pueden	 afectar	 al	 pulmón,	
corazón	 o	 el	 riñón,	 en	 algunos	 pacientes.	 En	 España,	 más	 de	 200.000	 personas	









enfermedad	 autoinmune,	 un	 20%	 de	 los	 pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	 son	
seronegativos,	 no	 se	 ha	 detectado	 hasta	 el	 momento	 ningún	 autoanticuerpo,	 y	
representan	 un	 grupo	 con	 asociaciones	 genéticas	 y	 algunas	 características	 clínicas	
claramente	diferentes	al	resto	de	pacientes	con	AR	[340].		
	












enfermedades	 inflamatorias,	 se	 sabe	 que	 el	 riesgo	 a	 padecer	 artritis	 reumatoide	 se	
incrementa	 progresivamente	 desde	 los	 45	 hasta	 los	 70	 años	 [342].	 Así,	 otras	
enfermedades	autoinmunes	órgano-específicas	como	la	diabetes	mellitus	se	presentan	
en	 edades	muy	 tempranas,	 mientras	 que	 la	 artritis	 reumatoide	 suele	 presentarse	 a	
edades	 más	 avanzadas	 como	 ocurre	 en	 la	 arteritis	 de	 células	 gigantes,	 otra	
enfermedad	 inflamatoria	 crónica	 [343].	 En	 los	 últimos	 años	 se	 ha	 propuesto	 que	 la	
inmunosenescencia	 podría	 ser	 la	 explicación	más	 plausible	 para	 el	 papel	 de	 la	 edad	
como	 factor	 de	 riesgo	 en	 la	 artritis	 reumatoide,	 concordando	 con	 su	 aparición	más	
tardía	respecto	a	otras	enfermedades	autoinmunes.		
	
La	 inmunosenescencia	 es	 el	 conjunto	 de	mecanismos	 de	 envejecimiento	 que	
afectan	 específicamente	 al	 sistema	 inmune,	 tanto	 a	 la	 inmunidad	 innata	 como	 a	 la	
adaptativa,	y	que	dan	lugar	a	cambios	en	los	procesos	de	formación	de	nuevas	células	







células.	 Sin	 embargo,	 en	 pacientes	 con	 AR	 de	 reciente	 comienzo	 no	 se	 ha	 visto	 un		
número	 significativamente	menor	 de	 células	 B	 que	 en	 controles	 de	 la	misma	 edad.	
Recientemente,	se	han	identificado	un	nuevo	subtipo	de	células	B	relacionadas	con	el	
envejecimiento	 y	 definidas	 como	 CD19+CD11c+CD21-,	 que	 se	 encuentran	 en	 algunas	





propensos	 a	 sufrir	 eventos	 autoinmunes	 y	 son	 las	 principales	 productoras	 de	
autoanticuerpos	 [344],	 [345].	 Además,	 se	 ha	 descrito	 un	 descenso	 de	 las	 células	 B	
productoras	de	IL-10,	una	de	las	principales	interleuquinas	antiinflamatorias	[346].		
	
Los	 monocitos	 CD14dimCD16bright	 se	 consideran	 el	 subtipo	 senescente	 de	
monocitos	 debido	 a	 su	 menor	 longitud	 de	 los	 telómeros	 	 y	 positividad	 para	 la	 β-
galactosidasa	 en	 comparación	 con	 los	 monocitos	 clásicos	 (CD14brightCD16-).	 Además,	
estos	 monocitos	 senescentes	 expresan	 citoquinas	 proinflamatorias	 y	 receptores	 de	
quimioquinas	que	 facilitan	 su	migración	a	 tejidos.	 Se	han	encontrado	 incrementados	
en	 pacientes	 ancianos	 con	 aterosclerosis	 y	 pacientes	 de	 AR	 en	 comparación	 con	
sujetos	 jóvenes	 [347],[348].	 Existe	 también	 otra	 subpoblación	 de	 monocitos	 que	
expresan	CD56,	 típico	de	 las	 células	NK,	 y	que	 también	 se	 incrementan	 con	 la	edad.	
Estos	monocitos	CD14brightCD56+	producen	elevadas	cantidades	de	citoquinas	y	ROS.	Se	
han	 encontrado	 expandidos	 en	pacientes	 de	AR	de	menos	de	 40	 años	 en	 relación	 a	




característica	 más	 notable	 de	 estas	 células	 con	 el	 envejecimiento	 es	 la	 expansión	
clonal	 de	 las	 CD4+	 y	 sobre	 todo	 de	 las	 CD8+	 que	 carecen	 de	 CD28.	 Este	 receptor	 es	
necesario	 para	 la	 activación	 eficiente	 de	 las	 células	 T	 y	 por	 ello	 su	 proliferación	 y	
activación	 disminuyen	 progresivamente	 con	 la	 edad,	 causando	 la	 adquisición	 de	
características	de	células	NK	en	las	primeras	y	 la	pérdida	de	 la	función	reguladora	en	
las	 segundas	 [350],	 [351].	 En	 un	 principio,	 se	 encontró	 una	 expansión	 de	 las	 células	
CD4+CD28-	en	los	pacientes	con	enfermedades	crónicas	autoinmunes,	incluidos	los	de		
AR	 y	 de	 AR	 de	 reciente	 comienzo,	 sobre	 todo	 aquellos	 portadores	 del	 alelo	 de	
susceptibilidad	HLA-DRB1*04,	que	parecía	asociada	a	un	aumento	de	la	producción	de	
citoquinas	proinflamatorias	y	la	citotoxicidad.	Además,	las	células	CD4+CD28-	derivadas	
de	 células	 sanguíneas	 periféricas	 de	 pacientes	 con	 AR	 producen	mayor	 cantidad	 de	
TNF	y	de	 IFN	que	 las	CD4+CD28+	 [352].	Sin	embargo,	posteriormente	se	observó	que	









Además	 de	 la	 inmunosenescencia,	 también	 se	 han	 visto	 exacerbados	 otros	
mecanismos	 del	 envejecimiento	 en	 pacientes	 de	 AR.	 	 Así,	 los	 pacientes	 con	 artritis	
reumatoide	 presentan	 cambios	 epigenéticos,	 en	 la	 homeostasis	 proteica	 y	 en	 la	
senescencia,	 tanto	 a	 nivel	 articular	 como	 sistémico.	 Algunos	 de	 estos	 cambios	
relacionados	 con	el	 envejecimiento	 se	han	descrito	 también	en	pacientes	 con	AR	de	
reciente	 comienzo,	 apuntando	 a	 un	 posible	 papel	 causal	 en	 el	 desarrollo	 de	 la	
enfermedad,	 independiente	 de	 los	 daños	 y	 el	 estrés	 celular	 producidos	 por	 la	
respuesta	autoinmune	[173].	
	
Los	 sinoviocitos	de	AR	presentan	alteraciones	epigenéticas	 importantes	 como	
una	 hipometilación	 global	 [354],	 una	 hipometilación	 de	 los	 elementos	 LINE-1	 y	
promotores	 DR-3,	 un	 incremento	 de	 la	 actividad	 HDAC	 y	 una	 sobreexpresión	 de	
sirtuina	 1.	 Además,	 la	 presencia	 de	 TNF-alfa	 incrementa	 la	 inducción	 de	 HDAC	 y	
sirtuina	1	[355],	[356].	En	las	células	sanguíneas	de	los	pacientes	de	AR	también	se	han	
observado	niveles	incrementados	de	actividad	HDAC	pero	no	cambios	en	la	sirtuina	1	
[357].	 Existen	 también	otras	hipometilaciones	que	 juegan	un	papel	 importante	en	 la	
respuesta	autoinmune,	como	la	 	hipometilación	de	un	sitio	CpG	en	el	promotor	de	la	
IL-6,	 que	 se	 da	 con	 frecuencia	 en	 las	 	 células	 sanguíneas	 de	 pacientes	 con	 AR	 en	





las	 proteínas	 del	 sistema	de	 respuesta	 al	 estrés	 térmico	 tanto	 en	 células	 sanguíneas	
como	 en	 el	 tejido	 sinovial	 de	 los	 pacientes	 con	 artritis	 reumatoide.	 Además,	 varios	
estudios	apuntan	a	las	chaperonas	como	autoantigenos	de	las	células	T	y	B	en	la	AR,	y	





sistema	 de	 respuesta	 al	 estrés.	 Consecuentemente	 con	 el	 incremento	 de	 estas	




Los	 marcadores	 de	 senescencia	 celular	 como	 p53,	 p16	 y	 β-galactosidasa	
también	se	han	visto	incrementados	en	el	tejido	sinovial	tanto	de	AR	establecida	como	
de	reciente	comienzo	e	incluso	se	han	visto	variantes	mutadas	de	p53	que	favorecen	la	




esta	 senescencia	 de	 las	 células	 madre	 es	 independiente	 de	 la	 actividad	 de	 la	
enfermedad	y	su	duración,	e	incluso	indiferente	en	pacientes	tratados	y	no	tratados	si	
bien	 la	elevación	de	TNF-α	en	la	médula	ósea	parece	 incrementar	 la	apoptosis	de	 las	
HSC	 [230].	 Además,	 los	 fibroblastos	 derivados	 de	 pacientes	 de	 AR	 que	 se	 vuelven	
senescentes	 tras	 varios	 pases	 celulares	 producen	 significativamente	mayor	 cantidad	
del	 IL-6,	 IL-8,	 VEGF	 y	 PGE2	 en	 respuesta	 a	 IL-1β	 que	 los	 de	 pases	 tempranos,	
típicamente	relacionados	con	el	fenotipo	SASP	[257].		
	
Aunque	 es	 más	 conocida	 la	 relación	 entre	 la	 inmunosenescencia	 y	 la	 artritis	
reumatoide,	existen	otros	mecanismos	del	envejecimiento	presentes	en	la	AR	llevan	a	




que	 el	 tratamiento	 con	 anti-TNF	 revierte	 el	 fenotipo	 CD28	 negativo	 de	 las	 células	 T	
[358],	[359].	Además,	se	ha	observado	un	descenso	de	los	niveles	de	apoptosis	de	las	







Sin	 embargo,	 se	 ha	 dedicado	 un	 esfuerzo	 considerablemente	 menor	 a	 la	
estimación	de	la	magnitud	de	este	envejecimiento	prematuro	en	la	artritis	reumatoide.	
Así,	 solo	 unos	 pocos	 estudios	 abordan	 este	 punto,	 mediante	 la	 medición	 del	
acortamiento	telomérico	y	los	productos	de	glicosilación	avanzada.			
	
En	cuanto	al	acortamiento	 telomérico	 	existen	 resultados	contradictorios.	Por	
una	parte	se	encuentran	 los	estudios	que	abordan	el	acortamiento	telomérico	en	 las	
células	madre	hematopoyéticas,	 como	evidencia	 del	 proceso	de	 inmunosenescencia.	




CD34+	 de	 pacientes	 con	 AR	 [230].	 Por	 otra	 parte,	 se	 ha	 descrito	 un	 acortamiento	
telomérico	 tanto	 en	 sangre	 completa	 como	 en	 poblaciones	 sanguíneas	 aisladas,		
células	 T	 y	 granulocitos	 [59]–[61].	 Sin	 embargo,	 en	 otros	 estudios	 no	 se	 han	
encontrado	 diferencias	 significativas	 o	 incluso	 los	 pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	
mostraron	 telómeros	 más	 largos	 que	 los	 controles	 [62],	 [63].	 Además,	 existen	




DR1	 y	 el	 DR4,	 y	 el	 acortamiento	 telomérico,	 lo	 que	 podría	 implicar	 una	 relación	
indirecta	entre	el	acortamiento	telomérico	y	el	desarrollo	de	la	AR	[363].		
Tampoco	las	publicaciones	que	analizan	los	productos	de	glicosilación	avanzada	
han	 centrado	 su	 atención	 en	 la	 magnitud	 del	 efecto	 ni	 su	 relevancia	 en	 el	
envejecimiento	 prematuro	 en	 la	 AR.	 En	 las	 primeras	 aproximaciones	 se	 trató	 de	
abordar	el	 papel	de	 los	AGEs	en	 la	 inmunogenicidad	 y	 su	presencia	 y	 correlación	en	
suero,	líquido	sinovial	y	orina	[292].	Cabe	destacar	que	muchos	de	los	artículos	tienen	
como	 objetivo	 la	 comprobación	 de	 la	 posible	 utilidad	 de	 estos	 productos	 de	
glicosilación	 como	 biomarcadores	 de	 la	 enfermedad,	 analizando	 su	 relación	 con	





Sin	 embargo,	 existen	 resultados	 controvertidos	 al	 respecto,	 puesto	 que	 en	 algunos	
estudios	 no	 se	 observa	 correlación	 con	 las	 variables	 clínicas	 [366].	 Finalmente,	 los	
estudios	más	 recientes	han	descrito	el	 efecto	del	 tratamiento	 con	metotrexato	y	 los	
tratamientos	 biológicos	 en	 el	 nivel	 sérico	 de	 los	 AGEs,	 donde	 parece	 claro	 que	 los	




reumatoide,	 especialmente	 en	 aquellos	 aspectos	 relacionados	 con	 la	




En	 esta	 introducción	 se	 ha	 descrito	 brevemente	 la	 importancia	 de	 los	
mecanismos	 del	 envejecimiento	 en	 las	 enfermedades	 reumáticas,	 principalmente	 la	
artrosis	y	la	artritis	reumatoide,	objeto	de	este	estudio.	En	cuanto	a	la	artrosis,	existen	
evidencias	que	apuntan	a	un	posible	papel	del	envejecimiento	prematuro	como	factor	
de	 riesgo	en	su	desarrollo,	 si	bien	no	está	claro	 si	 su	 implicación	se	 restringe	a	nivel	
articular,	o	si	podría	tratarse	de	un	envejecimiento	sistémico.	En	la	artritis	reumatoide,	
a	 pesar	 de	 que	 existen	 diversos	 estudios	 que	 sugieren	 una	 implicación	 de	 la	
inmunosenescencia,	no	se	ha	abordado	el	estudio	de	la	magnitud	y	la	relevancia	de	un	
envejecimiento	 prematuro	 en	 la	 enfermedad.	 Con	 la	 aparición	 de	 un	 nuevo	
biomarcador	de	edad	biológica,	las	“DNA	methylation	Age	Measures”	(DmAM),	se	abre	
una	 puerta	 para	 poder	 abordar	 las	 cuestiones	 no	 resueltas	 sobre	 el	 papel	 del	
envejecimiento	 en	 las	 enfermedades	 reumáticas.	 Además,	 este	 nuevo	 biomarcador	
basado	 en	 cambios	 en	 los	 niveles	 de	 metilación	 del	 ADN	 permite	 estudiar	 posibles	
diferencias	con	el	acortamiento	telomérico,	hasta	ahora	el	biomarcador	de	edad	más	
utilizado.	 Abordar	 el	 estudio	 de	 la	 edad	 biológica	 como	 factor	 de	 riesgo	 desde	 una	
nueva	perspectiva,	los	cambios	de	metilación,	es	importante	en	tanto	en	cuanto	existe	












pacientes	 con	 artrosis	 mediante	 biomarcadores	 de	 edad	 biológica	 aplicados	 a	
muestras	de	sangre,	hueso	y	cartílago.	
	























MATERIALES Y MÉTODOS 
1. Colecciones de muestras 
Colecciones de muestras para la optimización  de la DmAM de 8CpGs 
	
Como	 cohorte	 de	 entrenamiento	 para	 optimizar	 la	 estimación	 de	 edad	 en	
sangre	de	adultos	utilizamos	390	individuos	mayores	de	20	años	obtenidos	de	Weidner	






Como	 cohorte	 de	 validación	 1	 se	 utilizaron	 los	 datos	 de	 metilación	 de	 los	
controles	disponibles	en	GSE42861	[370],	cuyas	características	se	detallan	en	la	Tabla	
3.	 La	cohorte	 se	compone	de	 individuos	 recogidos	entre	mayo	de	1996	y	 febrero	de	
2001	en	el	centro	y	sur	de	Suecia	como	controles	poblacionales	para	el	estudio	de	la	
artritis	reumatoide,	por	lo	que	fueron	excluidos	aquellos	que	presentan	síntomas	de	la	




entre	24	a	45	años	 (media=	33.03,	DS=5.03)	 tiene	un	62.0%	de	mujeres	 (Tabla	3).	El	
ADN	 	 se	 obtuvo	 de	 células	 mononucleares	 de	 sangre	 periférica	 y	 los	 valores	 de	
metilación	 se	 obtuvieron	 mediante	 un	 arrray	 de	 Illumina	 Infinium	
HumanMethylation27	 BeadChip	 disponible	 en	 GSE37008.	 Además,	 el	 diseño	 del	
estudio	 incluyó	 el	 análisis	 de	 sangre	 en	 el	 momento	 de	 la	 extracción	 mediante	 un	








Tabla 3. Descripción detallada de las colecciones de muestras utilizadas en este 
estudio. N= tamaño muestral, DS = Desviación standard  	
	
Finalmente,	 se	 utilizó	 una	 cohorte	 combinada	 de	 controles	 utilizada	 para	
estudios	de	pacientes	con	artrosis	y	con	artritis	para	la	validación	del	modelo	mediante	
datos	 de	metilación	 obtenidos	 por	MS-SNuPE.	 Las	 características	 de	 esta	 cohorte	 se	
detallan	 en	 la	 Tabla	 3	 y	 los	 procedimientos	 de	 recolección	 pueden	 verse	 en	 los	
subsiguientes	 apartados	 de	 colecciones	 de	 muestras	 utilizadas	 para	 los	 análisis	 de	
artrosis	y	artritis	reumatoide.		
	


















Entrenamiento Entrenamiento Weidner CI et al. 390 61.2 
(11.6) 




Liu Y et al. 335 52.8 
(11.5) 
20 a 70 71.3 
Validación  2 
Estudio de la 
composición sanguínea 
Lam L et al. 92 52.8 
(11.5) 
25 a 45 71.3 
Validación  3 
Validación por 
MS-SNuPE 
Presente estudio 557 
65.9 
(10.0) 






rodillas	 (229)	 y	 en	 la	 cadera	 (273)	 se	 seleccionaron	 en	 el	momento	 de	 la	 cirugía	 de	
remplazamiento	articular,	con	entre	55	y	75	años.	Los	pacientes	con	artrosis	de	mano,	
206,	 se	 seleccionaron	 en	 la	 Unidad	 de	 Reumatología	 por	 el	 cumplimiento	 de	 los	
criterios	de	clasificación	del	American	College	of	Rheumatology	(ACR)	para	artrosis	de	
mano	 [376].	Antecedentes	de	 inflamación,	 infección,	 trauma	o	patologías	congénitas	










femoral	 de	 34	 sujetos	 con	 fractura	 de	 cadera	 debida	 a	 osteoporosis	 y	 7	 cadáveres,	
todos	 ellos	 sin	 lesiones	macroscópicas	 compatibles	 con	 artrosis	 [377].	 Las	 piezas	 se	
obtuvieron	evitando	 las	 regiones	de	hueso	 subcondral	 y	 las	 regiones	 fracturadas.	 Se	
excluyeron	 los	 pacientes	 con	 fracturas	 debidas	 a	 traumas	 severos	 o	 enfermedades	
causales	 de	 osteoporosis	 o	 artrosis	 secundaria.	 También,	 se	 incluyeron	 los	 datos	 de	
otras	cuatro	muestras	de	hueso	de	cadáveres	que	carecían	de	información	clínica	y	de	















signos	 macroscópicos	 de	 artrosis	 [378],	 y	 la	 cabeza	 femoral	 de	 10	 pacientes	 con	
fractura	 de	 cadera	 sin	 evidencias	 macroscópicas	 ni	 microscópicas	 de	 artrosis	 [380].	









Controles	 182	 60.70	 45	a	88	 11.51	 46.70	
Artrosis	
Mano	 206	 60.58	 32	a	88	 10.06	 88.35	
Artrosis	
Rodilla	 229	 67.66	 55	a	78	 5.63	 82.09	
Artrosis	






Rodilla	 18	 59.28	 40	a	79	 10.83	 33.33	
Artrosis	







Rodilla	 6	 65.35	 54	a	78	 10.63	 100.00	
Controles	
Cadera	 10	 79.37	 63	a	95	 11.38	 90.00	
Artrosis	




Controles	 3	 49.00	 40	a	54	 7.81	 0.00	
Hueso	
















Además,	 se	 añadieron	 otras	 3	 muestras	 de	 cartílago	 de	 cadáveres	 sin	 información	
clínica	ni	de	la	articulación	de	procedencia	[379].	Se	utilizaron	29	muestras	de	cartílago	
artrósico	procedentes	de	la	meseta	tibial	de	pacientes	con	artrosis	severa	en	la	rodilla	
[378],	 [380]	 y	 7	 cabezas	 femorales	 de	 artrosis	 severa	 en	 la	 cadera	 [380],	 todas	
obtenidas	en	el	momento	de	la	cirugía	de	reemplazamiento	articular.		
	
Los	 datos	 de	 metilación	 se	 obtuvieron	 tanto	 del	 array	 Human	 Methylation	 27	
BeadChip	[377],	 [378],	como	del	Human	Methylation	450	K	Bead-Chip	 	 (Illumina,	San	
Diego,	 California,	 EEUU)	 [379],	 [380].	 Estas	 muestras	 se	 obtuvieron	 con	 el	
consentimiento	 informado	 de	 los	 donantes	 y	 la	 aprobación	 de	 los	 comités	 éticos	
correspondientes	tal	y	como	se	detalla	en	las	publicaciones	originales	[377]–[380].	
	
Colección de muestras utilizadas para el análisis de artritis 
reumatoide 
	
La	 colección	 de	 descubrimiento	 consta	 de	 360	 muestras	 utilizadas	 para	 el	
estudio	 de	 la	 AR	 que	 cumplen	 los	 criterios	 del	 American	 College	 of	 Rheumatology	
(ACR)	de	1987	[381],	y	375	controles	sanos	pareados	por	edad	de	54	a	89	años	(Tabla	
5).	 Todos	 los	 participantes	 firmaron	 un	 consentimiento	 informado	 y	 el	 estudio	 fue	
aprobado	 por	 el	 Comité	 Ético	 de	 Investigación	 Clínica	 de	 Galicia	 (CEIC)	 [382].	 Las	
características	clínicas	detalladas	de	los	pacientes	con	AR	y	controles	se	encuentran	en	
la	Tabla	4.	Los	datos	de		autoanticuerpos	y	HLA-DRB1		fueron	obtenidos	previamente	
[383].	 Tanto	 pacientes	 como	 controles	 fueron	 reclutados	 entre	 2001	 y	 2009	
manteniéndose	el	seguimiento	hasta	la	actualidad.		
	











2	 meses	 siguientes	 a	 la	 aparición	 de	 los	 primeros	 síntomas	 articulares	 según	 los	
criterios	ACR	de	1987.	Todos	los	pacientes	fueron	anti-CCP	positivos	debido	al	diseño	
del	estudio.	Se	recogió	el	ADN	en	la	primera	visita	al	departamento	de	reumatología,	






























2. Métodos experimentales 
	




y	como	se	especifica	en	 las	 recomendaciones	del	 fabricante.	Los	cebadores	y	sondas	
para	 el	 ensayo	 Ms-SNuPE	 se	 diseñaron	 mediante	 MethPrimer	 [385]	 (Tabla	 6)	 y	 se	
testaron	 posibles	 estructuras	 secundarias	 y	 dímeros	 mediante	 los	 softwares	 Oligos	
v.9.11.4	 y	 Mfold	 web	 server	 [386],	 para	 su	 combinación	 en	 ensayo	 multiplex.	 Las	
reacciones	se	llevaron	a	cabo	como	se	ha	descrito	previamente	[387].	Brevemente,	se	




la	 aparición	de	 varios	 picos	 para	 una	misma	posición,	 complicando	 el	 análisis	 de	 los	
electroferogramas.	 Para	 evitarlo,	 se	 utilizaron	 iosinas	 para	 las	 posiciones	 variables,	
obteniendo	siempre	productos	de	SNaPshot	de	la	misma	longitud.	Estas	iosinas	deben	
estar	 alejadas	 del	 extremo	 3’OH	 para	 evitar	 uniones	 inespecíficas.	 El	 primer	 paso	
consistió	 en	 una	 reacción	 de	 PCR	 multiplex	 con	 KAPA2G	 fast	 HotStart	 (Kapa	
Biosystems,	Woburn	MA)	en	un	volumen	final	de	10μl,	usando	3mM	MgCl2	y	0,2μM	de	
cada	 cebador.	 Las	 condiciones	 de	 amplificación	 fueron:	 95ºC	 de	 desnaturalización	
inicial	 durante	 15	 minutos,	 seguidos	 de	 30	 ciclos	 de	 desnaturalización	 a	 95ºC,	 15	
segundos;	 hibridación	 a	 60ºC,	 90	 segundos;	 y	 extensión	 a	 72ºC,	 90	 segundos.	 La	
extensión	 final	 se	 realizó	a	72ºC	durante	10	minutos.	A	continuación	 se	eliminan	 los	
cebadores	mediante	digestión	con	Exonucleasa	I	(Epicentre,	Madison,	WI)	y	fosfatasa	
alcalina	 (FAstAP	 Thermosensitive	 Alkaline	 Phosphatasa	 (Thermo	 Scientifica,	 Madrid,	
España))	durante	30	minutos	a	37ºC	y	15	minutos	a	75ºC.	Posteriormente	se	realiza	la	










%!!"# = 100! (!"#$%& !" !"#$ !)(!"#$%& !" !"#$ ! + !"#$%& !" !"#$ !)	
	
Las	 concentraciones	 óptimas	 de	 cebadores	 y	 sondas	 se	 determinaron	
previamente	para	evitar	la	saturación	o	ineficiencia	de	la	reacción.	Además	se	llevaron	
a	cabo	reacciones	con	ADN	no	modificado	con	bisulfito	para	testar	la	especificidad	de	
los	 oligonucleótidos	 diseñados.	 Todas	 las	 muestras	 se	 ensayaron	 en	 duplicado	 y	
aquellas	con	coeficientes	de	variación	mayores	al	10%	fueron	repetidas.	Se	añadió	una	


















































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































































Medición de la longitud de los telómeros  
	
Para	 la	determinación	de	 la	 longitud	de	 los	 telómeros	se	utilizó	el	método	de	
qPCR	 previamente	 descrito	 por	 Cawthon	 [300].	 Este	 método	 se	 basa	 en	 la	
amplificación	 de	 la	 repetición	 de	 la	 secuencia	 telomérica	 referenciada	 a	 la	
amplificación	 de	 un	 gen	 de	 copia	 única,	 proporcionando	 una	 medida	 relativa	 en	
pacientes	 respecto	 a	 controles.	 Para	 ambos	 amplicones,	 telómero	 y	 gen	 de	 copia	
única,	en	este	caso	el	gen	36B4,	se	 llevaron	a	cabo	 las	reacciones	en	un	volumen	de	
15μL	 utilizando	 el	 robot	 pipeteador	 automático	 CAS-1200	 (Corbett,	 Mortlake,	








SYBR	 Green	 Fast	 qPCR	 Master	 Mix	 2X	 (Biotool,	 Munich,	 Alemania),	 0.27pmol	 de	





reverso	 (36B4d).	 Las	 condiciones	 de	 amplificación	 fueron:	 una	 incubación	 inicial	 de	
95ºC	durante	15	minutos,	seguida	de	30	ciclos	de	95ºC,	15s	y	58ºC	durante	1	minuto.	
Se	 utilizó	 para	 llevar	 a	 cabo	 la	 amplificación	 el	 termociclador	 Rotor-Gene	 6000	
(Corbett,	Mortlake,	Australia).	La	curva	standard	se	realizó	con	diluciones	desde	1.25ng	









Tabla 7. Parámetros de la regresión lineal múltiple de la DmAM de 8 CpGs. El 
modelo se calibró utilizando la cohorte de entrenamiento. Err Std = Error estándar. 
	
3. Análisis de los resultados 
Estimación de la edad biológica basada en 8 sitios CpG 
	
Se	 utilizaron	 390	 donantes	 sanos	 de	 ascendencia	 caucásica	 de	 entre	 20	 y	 80	
años	 [369],	 que	 conforman	 la	 designada	 como	 cohorte	 de	 entrenamiento	 (Tabla	 2),	
para	definir	los	parámetros	del	modelo	de	8	sitios	CpG.	Los	datos	disponibles	para	esta	
cohorte	 constan	 de	 los	 valores	 β	 de	 metilación	 para	 102	 sitios	 CpG	 fuertemente	
correlacionados	 con	 la	 edad	 cronológica	 de	 los	 donantes	 (correlación	 de	 Pearson	
r>0.85	 o	 r<-0.85)	 de	 los	 cuales	 seleccionamos	 aquellos	 más	 informativos	 mediante	
regresión	por	pasos	hacia	delante.	En	cada	paso	de	 la	 regresión	se	comprobó	que	el	
sitio	 CpG	 candidato	 era	 apto	 para	 el	 ensayo	 mediante	methylation-sensitive	 single-
nucleotide	primer	extension	 (MS-SNuPE)	 [388].	Si	el	 sitio	podía	 incluirse	en	el	ensayo	
multiplex	se	incorporaba	al	modelo	de	regresión;	en	caso	contrario,	se	descartaba	y	se	
procedía	 nuevamente	 a	 la	 regresión	 por	 pasos	 sin	 este	 sitio	 CpG.	 Los	 sitios	 CpG	 se	
incorporaron	en	el	modelo	con	un	umbral	de	p	de	0.05.		Los	coeficientes	B,	obtenidos	
por	 regresión	 múltiple	 en	 la	 cohorte	 de	 entrenamiento,	 de	 los	 8	 sitios	 CpG		
constituyeron	 la	 medida	 de	 edad	 biológica	 utilizada	 para	 sangre	 completa	 en	 este	
Parámetro B Err  Std t-valor p-valor 
Intercepto 84.7 4.3 19.5 < 1.0 x10-16 
cg16386080 59.5 4.9 12.3 2.4 x10-29 
cg24768561 33.9 5.9 5.8 1.5 x 10-08 
cg19761273 -44.0 9.8 4.48 1.0 x10-05 
cg25809905 -19.7 5.4 3.7 2.9 x10-04 
cg09809672 -22.8 6.5 3.5 5.0 x10-04 
cg02228185 -16.8 4.8 3.5 5.5 x10-04 
cg17471102 -17.7 6.5 2.7 0.006 










de	 las	DmAM	sometidas	a	 comparación.	 La	precisión	de	 las	predicciones	de	edad	 se	
evaluó	 mediante	 correlación	 y	 desviación	 absoluta	 media	 (por	 sus	 siglas	 en	 inglés	
mean	absolute	deviation,	MAD)	entre	edad	predicha	y	observada.		
	
Análisis del reloj biológico basado en la metilación del ADN 
	
Estimamos	la	edad	biológica	de	muestras	de	sangre,	tanto	de	los	pacientes	con	
artrosis	 como	 de	 los	 pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	 y	 sus	 respectivos	 controles,	
utilizando	los	niveles	de	metilación	de	8	sitios	CpG	que	conforman	la	DmAM	definida	
anteriormente.	 Por	 otra	 parte	 se	 utilizó	 la	 DmAM	 de	 Horvath,	 basado	 en	 353	 sitios	
CpG,	para	la	predicción	de	la	edad	biológica	de	las	muestras	de	hueso	y	cartílago,	por	
su	 demostrada	 validez	 en	 múltiples	 tejidos	 [94].	 Las	 comparaciones	 entre	 grupos	
(pacientes	 y	 controles)	 se	 llevaron	 a	 cabo	 con	 análisis	 de	 covarianza	 (ANCOVA)	
incluyendo	la	edad	cronológica	y	el	sexo	como	covariables.	Las	diferencias	medias	en	
las	 estimaciones	 de	 la	 edad	 biológica	 se	 calcularon	 tras	 ajustar	 por	 sexo	 y	 edad	
mediante	el	análisis	de	residuales	de	regresión	lineal	múltiple.	Para	todos	estos	análisis	





Posteriormente	 se	 realizó	 el	 análisis	 caso-control	 mediante	 ANCOVA	 de	 las	
estimaciones	 de	 edad	 biológica	 obtenidas	 con	 los	 distintas	 DmAM,	 corrigiendo	 por	






relativas	 de	 cada	 subpoblación	 sanguínea	 para	 cada	 individuo	 según	 los	 datos	 de	
metilación	del	array	de	Illumina,	tal	y	como	se	describe	previamente	[390].	
	
Estimación del acortamiento telomérico 
	
Se	llevó	a	cabo	una	normalización	de	los	resultados	entre	rotores	basada	en	los	
tres	 calibradores	 de	 160,	 35	 y	 2	 ng	 incluidos	 en	 cada	 rotor.	 Para	 ello,	 se	 utilizó	 una	
regresión	 lineal	para	estimar	 la	pendiente	y	el	punto	de	 intercepción	 (PI)	de	 la	 recta	
que	conformaban	estos	tres	puntos	en	cada	rotor	utilizando	la	ecuación	Y	=	pendiente	
*	X	+	PI,	donde	Y	es	el	valor	Ct	y	X	el	log10	de	la	cantidad	de	ADNg.		Posteriormente,	se	
ajusta	 la	recta	de	cada	rotor	 individual	a	 la	recta	media	de	todos	 los	rotores	a	fin	de	
estandarizar	y	corregir	las	desviaciones	entre	rotores.		
	













Una	 vez	 obtenidos	 los	 valores	 de	 Ln(T/S),	 se	 realizó	 el	 análisis	 caso-control	
mediante	 ANCOVA	 corrigiendo	 por	 sexo	 y	 edad.	 Los	 valores	 de	 los	 controles	 y	 los	







Análisis de la mortalidad en la AR 
	
Los	 controles	 y	pacientes	 con	artritis	 reumatoide	 incluidos	en	este	 análisis	 se	
reclutaron	desde	el	 2001	hasta	el	 2009	 y	 la	 valoración	del	 estado	 final	 se	 realizó	en	





Los	análisis	de	 supervivencia	 se	 llevaron	a	 cabo	mediante	 regresión	de	 riesgo	








1. Predicción de edad biológica mediante 8 sitios CpG 
	
Las	 medidas	 de	 edad	 biológica	 basados	 en	 metilación	 del	 ADN,	 DmAM,		
previamente	 definidos	 en	 la	 literatura	 no	 eran	 aptos	 para	 la	 aplicación	 en	 nuestro	
estudio,	bien	por	requerir	la	realización	de	un	chip	de	metilación	de	Illumina,	dado	el	
elevado	 número	 de	 sitio	 CpG	 que	 incluyen,	 o	 bien	 por	 utilizar	 rangos	 de	 edad	 y	









significativa	 al	 modelo	 de	 regresión	 múltiple	 (Tabla	 7).	 Solo	 dos	 de	 los	 sitios	 	 CpG	
seleccionados	mostraron	un	 incremento	de	metilación	con	 la	edad,	mientras	que	 los	
otros	 6	 disminuyen	 con	 la	 misma.	 El	 nuevo	 modelo	 de	 8CpGs	 dio	 lugar	 a	 una	
estimación	 precisa	 de	 la	 edad	 en	 la	 cohorte	 de	 entrenamiento	 de	 390	muestras	 de	
sangre	(R2	=	0.68,	P	<	10-16;	y	MAD=5.07	años;	Figura	8).	
	
La	 precisión	 de	 la	 estimación	 fue	 similar	 en	 los	 diferentes	 rangos	 de	 edad	 a	























Figura 8. Estimación de la edad mediante la DmAM de 8 CpGs en las muestras de 
sangre. En los gráficos de dispersión se representa la edad en el eje de las abscisas y  la 
estimación mediante la DmAM de 8 CpGs en el eje de ordenadas de los 390 controles 
sanos de la cohorte de entrenamiento. La línea representa la regresión de mínimos 





Tabla 8. Precisión de la DmAM de 8 CpGs en los diferentes intervalos de edad de 
la cohorte de entrenamiento. N= tamaño muestral, MAD = Desviación absoluta de la 
media. 
Intervalo de edad Edad media N MAD Diferencia media 
20 a 29 25.4 17 9.2 9.0 
30 a 49 39.5 23 6.6 3.1 
50 a 59 56.3 93 4.9 3.6 
60 a 69 64.0 158 4.1 -0.3 
70 a 78 72.8 99 5.7 -5.2 





Para	 comparar	 la	 precisión	 del	 modelo	 con	 otros	 modelos	 previamente	
publicados	[88],	[94],	[369]		utilizamos	la	cohorte	de	validación	1	(Tabla	3),	no	utilizada	
previamente	para	la	estimación	de	ninguno	de	los	modelos	a	comparar	[370].	El	mejor	
modelo	 fue	 el	 de	 Horvath	 	 [94],	 seguido	 del	 de	 Hannum	 [88],	 ambos	 con	 el	mayor	
número	de	CpGs	y	 la	 función	matemática	más	 sofisticada	para	 la	predicción.	Ambos	
mostraron	las	menores	MAD	y	la	mayor	correlación	con	la	edad.	Es	importante	tener	





Tabla 9. Comparativa entre la DmAM de 8 CpGs y otras DmAMs en la cohorte de 





de	 Hannum	 y	 Horvath	 que	 al	 modelo	 de	 Weidner.	 Además,	 muestra	 una	 menor	
diferencia	 entre	 la	 media	 de	 edad	 observada	 y	 la	 media	 de	 edad	 estimada	 que	 el	
modelo	de	Hannum.		
	
Por	 lo	 tanto,	 el	 modelo	 desarrollado	 de	 8CpGs	 es	 menos	 preciso	 que	 los	
basados	en	decenas	o	cientos	de	sitios	CpGs,	que	requieren	el	uso	de	microarrays	de	
metilación,	pero	más	preciso	que	el	modelo	de	solo	tres	CpGs,	indicando	que	alcanza	
un	compromiso	entre	 la	precisión	de	 la	estimación	y	 la	viabilidad	del	ensayo	para	su	
aplicación	a	muchas	muestras.		
DmAM Nº CpGs MAD R2 Ajustada  Rho Spearman Diferencia media 
Horvath 353 4.4 0.77 0.87 -1.0 
Hannum et al. 71 7.1 0.84 0.90 -6.7 
8 CpGs 8 7.3 0.60 0.75 -4.8 













Tabla 10. Análisis de regresión múltiple entre la estimación de 8 CpGs y los 
recuentos celulares por cada 10-9 litros de sangre. Err. Std. = Error estándar. 
	
La	complejidad	de	la	sangre	y	la	variabilidad	de	los	niveles	de	metilación	en	los	
distintos	 tipos	 celulares	 que	 la	 componen	 pueden	 ser	 factores	 de	 confusión	 que	
afectan	 a	 los	 DmAM.	 Por	 ello,	 determinamos	 la	 influencia	 de	 las	 distintas	
subpoblaciones	 sanguíneas	 en	 la	 nueva	 DmAM	 de	 8	 CpGs.	 Para	 ello	 se	 utilizó	 la	
cohorte	de	validación	de	Lam	et	al,	[374].	Este	análisis	mostró	que	la	variación	en	las	
subpoblaciones	 celulares	 mayoritarias	 no	 alteraba	 significativamente	 los	 resultados	
(Figura	9).	De	hecho,	 todos	 los	 coeficientes	β	 correspondientes	a	 las	 subpoblaciones		
fueron	 inferiores	 a	 0.03	 con	 p-valores	mayores	 de	 0.7	 (Tabla	 10)	 a	 pesar	 de	 que	 la	
asociación	con	la	edad	tuvo	un	coeficiente	β		de	0.77	y	un	p-valor	menor	de	10-18	. 
 
Beta Err. Std. p-valor 
Edad 0.77 0.07 3.63 x10-18 
Neutrófilos  0.01 0.07 0.9 
Linfocitos -0.02 0.07 0.7 
Monocitos  0.004 0.08 0.9 
Basófilos  0.03 0.08 0.7 






























Figura 9. Ausencia de variación de la estimación mediante la DmAM de 8 CpGs en 









excepto	el	 recuento	de	basófilos	que	no	 se	ha	 transformado	puesto	que	presentaba	
una	distribución	dicotómica.		
	
Otros	 posibles	 factores	 de	 confusión	 como	 el	 sexo	 y	 el	 hábito	 tabáquico	 se	
analizaron	 en	 la	 cohorte	 de	 validación	 1	 que	 es	 la	 de	 mayor	 tamaño	 muestral	
disponible.	 La	DmAM	de	8	CpGs	no	 se	encontró	asociado	ni	 con	el	hábito	 tabáquico	
(β=-0.02,	p-valor=	0.6)	ni	con	el	sexo	(β=-0.005,	p-valor=0.9).		
	
Los	 resultados	 obtenidos	 hasta	 aquí,	 tanto	 con	 la	 cohorte	 de	 entrenamiento	
como	 con	 las	 cohortes	 de	 validación,	 indican	 que	 la	 DmAM	de	 8	 CpG	 es	 válida.	 Sin	
embargo,	es	necesario	comprobar	su	validez	en	datos	obtenidos	mediante	MS-SNuPE	
ya	 que	 los	 anteriores	 provienen	 de	 chips	 de	 metilación.	 Para	 ello	 usamos	 557	
controles,	 de	 los	 que	 se	 obtuvo	 el	 nivel	 de	 metilación	 de	 los	 8CpGs	 mediante	MS-
SNuPE	en	el	97.6%	de	las	muestras,	fallando	alguno	de	los	CpGs	en	el	2.4	%	restante.		




estimada	 y	 la	 cronológica	 fue	 de	 -2.1	 años,	mejor	 que	 la	 observada	 para	 la	 primera	
cohorte	 de	 validación	 (Tabla	 9).	 Sin	 embargo,	 la	 correlación	 lineal	 fue	menor	 que	 la	
encontrada	en	la	cohorte	de	entrenamiento	(R2	ajustada	=	0.45,	p	<	10-16;	R	Spearman	
=	0.67),	aunque	en	la	figura	10	puede	observarse	la	agrupación	de	los	datos	entorno	a	
la	 línea	 de	 regresión,	 con	 solo	 unos	 pocos	 puntos	 con	 diferencias	 notables	 entre	 la	
edad	estimada	y	 la	cronológica.	Esta	ausencia	de	dispersión	se	muestra	 también	por	
una	 desviación	 estándar	 de	 los	 residuales	 menor	 que	 la	 observada	 con	 la	 primera	
validación	 (7.4	 años	 frente	 a	 8.2	 años).	 Estos	 datos	 indican	 que	 la	 disminución	
observada	en	el	coeficiente	de	correlación	se	debe	al	menor	rango	de	edad	estudiado	






















eje	 de	 las	 abscisas	 y	 la	 estimación	 mediante	 la	 DmAM	 de	 8	 CpGs	 en	 el	 eje	 de	
ordenadas.	La	línea	representa	la	regresión	de	mínimos	cuadrados	de	los	datos. 
	
2. Estudio de envejecimiento celular en pacientes con 
artrosis 
	
Reloj biológico de metilación en  pacientes con artrosis  
	
Existen	 dos	 estudios	 realizados	 con	 el	 chip	 de	 metilación	 de	 Illumina	 en	
pacientes	 con	 artrosis	 y	 controles,	 	 utilizando	 muestras	 de	 hueso	 y	 cartílago	 [377],	
[378].	 Las	 características	 de	 estas	 muestras	 se	 detallan	 en	 la	 Tabla	 4.	 Gracias	 a	 la	



























de	 cartílago	 de	 pacientes	 con	 artrosis	 (N=31)	 en	 comparación	 con	 cartílago	 de	




Sin	 embargo,	 las	 edades	 biológicas	 y	 cronológicas	 de	 las	 muestras	 de	 hueso	
fueron	similares	en	 los	pacientes	con	artrosis	en	 la	cadera	y	 los	controles	 (Figura	12,	
Tabla	11).	Tampoco	se	hallaron	diferencias	en	el	subanálisis	que	incluye	solo	controles	
de	fractura	(OP)	(ΔDmAM	=	0.52,	IC	95	%	=	-1.50	a	2.54,	P	=	0.6),	lo	que	refuerza	este	
resultado	 negativo.	 Los	 controles	 provenientes	 de	 cadáveres	 sanos	 son	 un	 número	
Tejido	 Condición	 ΔDmAM	(IC	95%)	 P-valor	
Cartílago	 Rodilla	/	Cadera	 3.7	(1.1	a	6.3)	 0.008	


































cadera,	 así	 como	en	 controles	 sin	 síntomas	ni	 signos	de	artrosis	 (Tabla	 4).	 El	 ensayo	
MS-SNuPE	mostró	una	tasa	de	resultados	aceptables	para	los	8	sitios	CpG	del	93.0	%,	
con	 una	 elevada	 reproducibilidad	 entre	 placas	 (CV	 =	 3.2%).	 La	 edad	 en	 los	 182	
controles	libres	de	artrosis	utilizados	pudo	estimarse	con	precisión	mediante	la	DmAM	







La	 comparación	 de	 las	 edades	 biológicas	 obtenidas	 mediante	 la	 DmAM	 de	






magnitud	 se	 observó	 en	 los	 pacientes	 con	 artrosis	 de	 cadera,	 pero	 además	 de	 no	




Figura	 13.	 Ausencia	 de	 envejecimiento	 prematuro	 en	 la	 sangre	 de	 pacientes	 con	
artrosis.	Los	gráficos	de	dispersión	representan	la	edad	en	el	eje	de	abscisas	frente	a	la	
edad	epigenética	estimada	mediante	la	DmAM	de	8	CpGs	en	el	eje	de	ordenadas.	Los	






















Acortamiento telomérico en pacientes con artrosis 
	
Se	analizó	 la	 longitud	de	 los	 telómeros	en	 las	890	muestras	de	sangre	que	se	










correlación	 de	 Spearman	 de	 0.18	 	 (p	 =	 3.0	 x	 10-8).	 No	 se	 encontraron	 diferencias	
significativas	en	la	longitud	de	los	telómeros	entre	casos	y	controles.	Esto	fue	así,	para	
los	 pacientes	 con	 artrosis	 de	mano	 (ΔT/S	 ratio(pacientes-controles)	 =	 0.04;	 p-valor	 =	 0.42)	
(Figura	14A),	o	con	artrosis	de	rodilla	(ΔT/S	ratio	=	0.004,	p-valor	=	0.92)	(Figura	14B),	o	
de	 cadera	 (ΔT/S	 ratio	 =	 0.03;	 p-valor	 =	 0.42)(Figura	 14C).	 Tampoco	 se	 hallaron	
diferencias	 significativas	 en	 el	 análisis	 conjunto	 de	 todos	 los	 pacientes	 con	 artrosis	
comparados	 con	 los	 controles	 (ΔT/S	 ratio	 =	 0.03;	 p-valor	 =	 0.48).	 Todos	 los	 datos	
fueron	analizados	mediante	ANCOVA	incluyendo	las	covariables	sexo	y	edad.	
	
















































Figura	 14.	 Ausencia	 de	 acortamiento	 telomérico	 en	 la	 sangre	 de	 pacientes	 con	
artrosis.	Los	gráficos	de	dispersión	representan	la	edad	en	el	eje	de	abscisas	frente	a	la	
medida	 relativa	de	 la	 longitud	de	 los	 telómeros	en	el	 eje	de	ordenadas.	 Los	 círculos	
vacíos	corresponden	a	los	controles	libres	de	artrosis	(N=	182)	junto	con	A)	pacientes	
con	artrosis	en	 la	mano	(N=206),	B)	pacientes	con	artrosis	en	 la	rodilla	 (N=	229)	y	C)	
pacientes	 con	 artrosis	 en	 la	 cadera	 (N=273),	 todos	 representados	 mediante	 puntos	
negros.	Las	 líneas	 (punteadas	en	el	caso	de	controles	y	continuas	para	 los	pacientes)	
representan	la	regresión	de	mínimos	cuadrados	de	los	datos.	
	
3. Estudio de envejecimiento celular en pacientes con 
artritis reumatoide 
	
Reloj biológico de metilación en pacientes con artritis reumatoide 
	
Se	analizaron	735	muestras	de	ADN	de	 sangre	 completa	mediante	MS-SNuPE	
para	 los	 8	 CpGs	 que	 componen	 la	DmAM	de	 edad	 previamente	 descrita.	 La	 tasa	 de	





La	 edad	 biológica	 obtenida	 con	 el	 DmAM	 de	 8	 CpG	 mostró	 una	 R2=0.35	
(p<0.0001)	 con	 la	 edad	 cronológica	 y	 una	MAD	de	5.79	 años	 en	 los	 controles.	 Estos	
resultados	contribuyen	a	mostrar	la	validez	de	esta	DmAM.	Las	diferencias	de	DmAM	
























en	 relación	 con	 la	 edad	 cronológica.	 Las	 líneas	 se	 corresponden	 con	 la	 regresión	 de	
mínimos	 cuadrados	 de	 cada	 grupo.	 Hay	 diferencias	 significativas	 en	 el	 punto	 de	
intersección	con	la	Y,	pero	no	en	las	pendientes.			
	
En	 base	 a	 esta	 diferencia	 entre	 casos	 y	 controles,	 se	 analizó	 la	 DmAM	 en	
relación	a	las	características	clínicas	en	los	pacientes	con	artritis	reumatoide.	Ninguna	
característica,	ni	la	presencia	de	erosiones,	del	epítopo	compartido,	de	los	anticuerpos	
anti-CCP,	 del	 FR,	 ni	 la	 edad	 de	 inicio	 de	 la	 enfermedad	 o	 la	 duración	 de	 la	 misma	
mostraron	asociación	con	 la	DmAM.	Tampoco	el	hábito	 tabáquico	mostró	asociación	




















Tabla	 12.	 Análisis	 de	 posibles	 factores	 asociados	 con	 la	 DmAM	 entre	 las	
características	clínica	de	los	pacientes	con	AR.	Los	valores	de	beta	que	se	muestran	se	







Horvath,	de	Hannum	y	de	 los	8	CpG.	Se	encontraron	 resultados	 inconsistentes	entre	
las	tres	DmAM	utilizados.	La	DmAM	de	8CpGs	mostró	un	envejecimiento	en	pacientes	
con	 AR.	 La	misma	 tendencia	 se	 encontró	 utilizando	 la	 DmAM	de	Hannum	 si	 bien	 el	




descrita	 por	 Houseman	 a	 las	 tres	 DmAM.	 Los	 análisis	 ajustados	 por	 subpoblaciones	
sanguíneas	mostraron	valores	significativamente	menores	de	DmAM	en	los	pacientes	
con	AR	que	en	los	controles	en	las	tres	DmAM.	Las	diferencias	fueron	pequeñas,	todas	
inferiores	 a	 los	 dos	 años.	 El	 cambio	 introducido	 por	 este	 ajuste	 fue	mínimo	 para	 la	
DmAM	 de	 Horvath,	 probablemente	 reflejando	 su	 insensibilidad	 a	 variación	 en	 la	
 DmAM 
 Beta valor Error  Std. p-valor 
Intercepto 38,40 3,00 < 1,0 x 10-16 
Edad 0,42 0,04 < 1,0 x 10-16 
Sexo -1,01 0,47 0,03 
Tabaquismo -0,27 0,54 0,62 
Erosiones 0,23 0,40 0,57 
FR 0,27 0,43 0,52 





composición	 sanguínea.	 Sin	 embargo,	 fue	 notable	 para	 las	 otras	 dos	 DmAM,	 lo	 que	
muestra	 su	mayor	 sensibilidad	a	esta	 fuente	de	confusión.	Estos	 resultados	 sugieren	
que	la	tendencia	al	envejecimiento	prematuro	observada	en	la	sangre	de	los	pacientes	
con	AR	con	dos	de	las	DmAM	no	puede	distinguirse	de	efectos	debidos	a	cambios	en	la	
composición	 sanguínea	 entre	 pacientes	 y	 controles.	 Por	 desgracia,	 la	 falta	 de	
información	sobre	los	sitios	CpG	necesarios	para	aplicar	esta	corrección	en	los	datos	de	




Tabla	 13.	 Diferencias	 en	 las	 DmAM	entre	 los	 pacientes	 con	 AR	 y	 los	 controles	 del	
estudio	de	validación	analizadas	con	diferentes	métodos.		Se	utilizaron	las	tres	DmAM	
mencionadas,	 ajustadas	 por	 sexo	 y	 edad	 o	 ajustadas	 además	 por	 el	 método	 de	
Houseman	 para	 variabilidad	 en	 la	 composición	 de	 las	 subpoblaciones	 sanguíneas	
(Total).	ΔDmAM	=	DmAM	casos	–	DmAM	controles.		
	
Acortamiento telomérico en la artritis reumatoide 
	
La	longitud	de	los	telómeros	se	determinó	de	forma	relativa	mediante	qPCR	de	
las	 735	 muestras	 de	 la	 cohorte	 de	 descubrimiento,	 previamente	 descritas.	 Los	
resultados	superaron	los	criterios	de	control	de	calidad,	incluyendo	un	CV	medio	de	los	
duplicados	de	las	muestras	de	0.62%	(rango	=	0.00	a	4.95)	para	el	amplicón	telomérico	
y	 de	 0.26%	 para	 el	 gen	 de	 referencia	 (rango	 =	 0.00	 a	 2.29);	 así	 como	 CV	 entre	 los	
DmAM	 ΔDmAM	 IC	95%	 p-valor	
8	CpGs	Ajuste	Básico	 0.74	 0.2		a	1.28	 0.005	
Hannum	Ajuste	Básico	 0.42	 -0.23	a	1.07	 0.18	
Horvath	Ajuste	Básico	 -1.47	 -2.23	a	-0.71	 0.00007	
8	CpGs	Ajuste	Total	 -0.63	 -1.17	a	-0.09	 0.03	
Hannum	Ajuste	Total	 -0.72	 -1.38	a	-0.06	 0.04	









Los	 resultados	mostraron	una	correlación	positiva	entre	el	 ratio	T/S	y	 la	edad	
cronológica	(correlación	de	Spearman	=	0.13;	p	=	0.0002)	a	pesar	de	que	el	rango	de	





ajustar	por	 sexo	y	edad	 (Diferencia	en	 la	 ratio	T/S	=-0.08,	 IC	95%	=	 -0.13	a	 -0.03;	p-














Tabla	14.	Análisis	de	 la	 longitud	de	 los	telómeros	en	 la	sangre	de	 los	pacientes	con	
AR.	ANCOVA	para	el	 ratio	T/S	en	 relación	a	 las	características	de	 los	pacientes	con	
AR.	 Los	 valores	 de	 beta	 se	 refieren	 a	 mujeres	 para	 el	 sexo,	 no	 fumadores	 para	 el	
tabaquismo,	 y	 a	presencia	para	 las	erosiones,	 el	 FR	y	 los	anticuerpos	anti-CCP.	Error	
Std.=	Error	estándar.	
 
Ratio  T/S  
 
Beta valor Error  Std. p-valor 
Intercepto -6,851 0,187 < 1,0 x 10-16 
Edad 0,007 0,003 0,01 
Sexo -0,016 0,029 0,59 
Tabaquismo -0,028 0,034 0,41 
Erosiones -0,008 0,025 0,76 
FR 0,024 0,027 0,37 


























Estudio de mortalidad en pacientes con artritis reumatoide 
	
En	estudios	previos	se	ha	relacionado	 la	DmAM	con	un	 incremento	del	riesgo	
de	 mortalidad.	 Se	 realizó	 un	 análisis	 en	 nuestra	 cohorte	 de	 pacientes	 y	 controles	
ajustando	por	sexo,	edad	y	hábito	tabáquico.	Un	total	de	364	pacientes	que	cumplen	
los	 criterios	 de	 clasificación	 de	 la	 ACR	 fueron	 incluidos	 en	 este	 análisis.	 Se	 inició	 la	
recogida	de	datos	en	2001	hasta	2009	y	se	realizó	un	seguimiento	de	los	hasta	2015.	El	
tiempo	medio	de	seguimiento	fue	de	114.85	meses	(SD	=	81.07).	La	media	de	personas	
















		 Riesgo	Relativo	 IC	95%	 p-valor		
Edad	 1,13	 1,1	 1,15	 5,20	x	10-30	
Pacientes	con	AR	 1,86	 1,42	 2,42	 4,79	x	10-06	
Sexo	(femenino)	 1,4	 1,09	 1,83	 0,01	
ΔDmAM	 0,99	 0,97	 1,01	 0,28	






discutidos.	 En	 primer	 lugar,	 se	 ha	 desarrollado	 y	 validado	 una	 medida	 de	 edad	
biológica	basada	en	la	metilación	del	ADN	que	permite	el	estudio	de	muchas	muestras	
de	 sangre	utilizando	PCR	y	un	 secuenciador	 capilar	de	 forma	eficiente	y	exacta.	Esta	
medida	 se	 ha	 utilizado	 en	 los	 otros	 dos	 objetivos.	 Así	 nos	 ha	 servido,	 junto	 a	 otros	
biomarcadores	de	envejecimiento,	para	analizar	los	componentes	sistémico	y	local	del	
envejecimiento	prematuro	en	 los	pacientes	con	artrosis.	Esta	nueva	medida	de	edad	
biológica	 nos	 ha	 permitido	 confirmar	 evidencias	 previas	 de	 envejecimiento	 en	 el	
cartílago	de	la	articulación	afectada,	pero	no	fuera	de	esa	localización.	Estos	resultados	
tienen	 implicaciones	 sobre	 la	magnitud	de	 la	afectación	en	 la	artrosis.	Por	último,	el	
análisis	 de	 los	 mimos	 biomarcadores	 de	 envejecimiento	 en	 muestras	 de	 sangre	 de	
pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	 no	 ha	 demostrado	 envejecimiento	 acelerado	
consistente,	 lo	que	 cuestiona	algunos	 resultados	previos	 y	nos	 lleva	a	 interpretar	de	
una	forma	más	restrictiva	el	aumento	de	mortalidad	observado	en	estos	pacientes.	
	
Predicción de edad biológica mediante 8 sitios CpG 
	
En	 este	 trabajo	 hemos	 desarrollado	 una	 nueva	medida	 de	 edad	 biológica	 (la	
DmAM	de	8	CpG)	apropiada	para	grandes	estudios	de	muestras	de	sangre	completa	en	




a	 grandes	 tamaños	muestrales	 y	 la	 precisión	 en	 la	 estimación	 de	 la	 edad	 biológica.	
Permite	 la	detección	de	cambios	en	 la	edad	epigenética	 ligeramente	menos	precisos	
que	 otros	 modelos	 desarrollados	 previamente	 pero	 que	 necesitan	 de	 una	 mayor	





metilación	 mediante	 chips/arrays	 de	 metilación	 que	 determinan	 los	 niveles	 de	
metilación	de	sitios	CpG	repartidos	a	lo	largo	de	todo	el	genoma	[88],	[94].		
	
Además,	 este	 nuevo	 predictor	 da	 lugar	 a	 una	 estimación	 independiente	 de	
factores	 de	 confusión	 importantes	 a	 la	 hora	 de	 analizar	 la	 edad	 y	 fácilmente	
comparable	con	otras	estimaciones	obtenidas	mediante	otras	 tecnologías.	Los	arrays	
de	metilación	generan	una	gran	cantidad	de	información	útil	que	puede	ser	de	interés	
para	 otro	 tipo	 de	 análisis,	 pero	 su	 coste	 es	 excesivo	 si	 el	 objetivo	 del	 estudio	 es	
únicamente	 el	 análisis	 de	 la	 edad	 biológica.	 Esta	 consideración	 ha	 dado	 lugar	 al	
desarrollo	 de	 nuevas	 DmAM	 con	 un	 bajo	 número	 de	 sitios	 CpG	 para	 estudios	
epidemiológicos	que	implican	grandes	tamaños	muestrales	y	para	la	aplicación	forense	
que	 tiene	otras	 limitaciones	 adicionales	 como	 la	 cantidad	de	ADN	 [89],	 [307],	 [369],	
[392],	[393].		
	
Entre	 las	 DmAM	 que	 requieren	 un	menor	 número	 de	 sitios	 CpG,	 esta	 nueva	
8CpG	 DmAM	 mostró	 un	 mayor	 precisión	 la	 basada	 en	 3	 sitios	 CpG	 previamente	
descrita	 [369].	 Desafortunadamente,	 no	 se	 ha	 podido	 establecer	 una	 comparación	
directa	con	otras	DmAM	de	bajo	número	de	CpGs	debido	a	la	falta	de	la	información	
necesaria,	 bien	 porque	 los	 sitios	 CpG	 no	 se	 ensayan	 en	 los	 arrays	 de	 metilación	 o	
porque	los	parámetros	del	modelo	no	se	han	descrito	públicamente	para	su	aplicación	
[89],	 [392],	 [393].	 Independientemente	 de	 la	 precisión,	 que	 consideraremos	
posteriormente,	todos	las	demás	DmAM	basadas	en	menos	de	8	CpGs	están	diseñadas	
para	 su	ensayo	mediante	pirosecuenciación,	 que	es	una	 tecnología	no	disponible	en	
muchos	laboratorios.		Además,	la	precisión	de	este	tipo	de	DmAM	se	incrementa	con	
la	 inclusión	de	 sitios	CpG	adicionales	 [307],	 [369],	pero	 cada	nuevo	CpG	 requiere	de	
una	nueva	 reacción	de	pirosecuenciación,	que	conlleva	un	mayor	coste	económico	y	




















parámetros	 en	 otras	 colecciones	 de	 muestras	 diferentes	 de	 la	 cohorte	 de	
entrenamiento.	El	segundo	componente	se	debe	al	 rango	de	edades	considerado,	ya	
que	afecta	a	 los	 coeficientes	de	 correlación	 como	medidas	de	precisión.	Debido	a	 la	
propia	fórmula	del	coeficiente	de	correlación,	un	rango	mayor	de	edad	da	lugar	a	un	
coeficiente	de	correlación	mayor	que	un	rango	más	estrecho,	a	pesar	de	que	ambos	
tengan	 la	misma	dispersión	de	 los	datos	en	torno	a	 la	 línea	de	regresión.	Además,	el	
rango	de	edades	afecta	a	la	precisión	debido	a	la	diferente	dinámica	de	los	cambios	de	






[88],	 [307],	 [369],	 [392],	 [393].	 Una	 aproximación	 alternativa	 y	 precisa	 es	 la	 que	 ha	




Debido	a	 todas	 las	 fuentes	de	variabilidad	que	 influyen	en	 la	precisión	de	 las	








también	 disponibles	 en	 los	 arrays	 de	metilación	 de	 Illumina,	 tanto	 27K	 como	 450K.	
Esto	permite	su	comparación	con	otras	DmAM	basadas	en	sitios	CpG	de	estos	arrays.		
	
Otra	 importante	 consideración	 a	 la	 hora	 de	 interpretar	 los	 resultados	 de	 la	
DmAM	 de	 8	 CpG	 es	 el	 grado	 de	 independencia	 de	 factores	 de	 confusión	 comunes	
[394].	 En	 nuestros	 análisis,	 ha	 mostrado	 independencia	 del	 sexo	 y	 del	 hábito	
tabáquico,	lo	que	podría	resultar	una	ventaja	sobre	otros	predictores	cuyo	resultados	
debe	 corregirse	 por	 estas	 variables	 para	 evitar	 posibles	 factores	 de	 confusión	 [88],	




segunda	 cohorte	 de	 validación	 indica	 esta	 deseada	 independencia.	 Este	 es	 un	 test	
similar	 al	 aplicado	 a	 algunas	 de	 las	 otras	 DmAM	 [94],	 [369].	 Sin	 embargo,	 nuestro	
estudio	de	muestras	de	pacientes	con	AR	nos	ha	mostrado	 indicios	claros	de	que	 las	
diferencias	 en	 composición	 sanguínea	 entre	 pacientes	 y	 controles	 tienen	 una	
repercusión	mayor	en	los	resultados.	De	forma	más	clara	se	demostró	la	influencia	de	
la	 composición	 sanguínea	 en	 las	 DmAM	 de	 8CpG	 y	 de	 Hannum,	 pero	 también	 se	
encontraron	indicios	de	que	podía	afecta	a	la	DmAM	de	Horvath.	De	confirmarse	estos	
resultados	 indicarían	 que	 las	DmAM	 se	 deben	 usar	 con	 prudencia	 en	 enfermedades	











Estudio de envejecimiento celular en pacientes con artrosis 
	
Nuestros	 resultados	muestran	 por	 primera	 vez	 un	 envejecimiento	 prematuro	
basado	 en	 cambios	 de	 metilación	 en	 el	 cartílago	 de	 articulaciones	 afectadas	 de	
pacientes	con	artrosis,	pero	no	en	el	hueso	subcondral	de	la	articulación	afectada	o	en	
células	 sanguíneas	 de	 pacientes	 con	 la	 enfermedad.	 Estos	 resultados	 suman	 el	
envejecimiento	 epigenético	 a	 la	 lista	 de	 mecanismos	 del	 envejecimiento	 que	 están	
ligadas	 al	 cartílago	 artrósico.	 Cada	 uno	 de	 estos	 mecanismos	 aporta	 información	
complementaria	 y	 evidencias	 no	 redundantes	 de	 diferentes	 aspectos	 del	
envejecimiento	prematuro	que	tiene	 lugar	en	 los	condrocitos	y	 la	matriz	extracelular	
de	las	articulaciones	que	desarrollan	artrosis.	Además,	nuestros	resultados	cuestionan	
la	 implicación	 de	 un	 envejecimiento	 sistémico	 en	 la	 enfermedad,	 o	 incluso	 un	
envejecimiento	 local	 en	 toda	 la	 articulación,	 si	 bien	 deben	 explorarse	 otros	 factores	
del	 envejecimiento	 en	 el	 hueso	 subcondral	 para	 descartar	 completamente	 que	 el	
envejecimiento	prematuro	esté	presente	también	en	este	tejido.		
	




que	 no	 se	 puede	 asumir	 simplemente	 observando	 evidencias	 de	 envejecimiento	
telomérico	o	de	otro	tipo	[5],	[7].	En	efecto,	los	distintos	mecanismos	implicados	en	el	
envejecimiento	 y	 los	 cambios	 que	 resultan	 de	 esos	mecanismos	 no	 tienen	 la	misma	
repercusión	 en	 todas	 las	 situaciones	 o	 en	 todos	 los	 tejidos.	 Así	 se	 ha	 visto	 que	 la	





pulmonar,	 la	 disqueratosis	 congénita	 y	 la	 anemia	 aplásica,	 mientras	 que	 en	 los	







metilación	 incluidos	 en	 la	 DmAM	 de	 Horvath	 son	 independentes	 de	 la	 senescencia	
celular	y	de	la	edad	mitótica	[94].	Una	falta	de	redundancia	similar	se	ha	encontrado	
entre	otros	factores	del	envejecimiento.	Por	 lo	tanto,	es	necesario	estudiar	cada	uno	





y	 la	remodelación	de	 la	cromatina,	así	como	su	regulación	mediante	 las	sirtuinas	 [7].	
Ninguno	de	estos	cambios	se	ha	estudiado	todavía	en	relación	a	 la	artrosis,	pero	son	
de	 un	 gran	 interés	 debido	 a	 su	 potencial	 reversibilidad	mediante	 inhibidores	 de	 las	
desacetilasas	 de	 histonas	 o	 inhibidores	 de	 acetiltranferasas	 como	 posibles	 fármacos	
anti-edad	[7].	El	significado	de	estos	cambios	epigenéticos,	sin	embargo,	está	todavía	
muy	 poco	 estudiado.	 Parece	 que	 contribuyen	 a	 la	 pérdida	 de	 la	 regulación	





todo	 ello,	 no	 es	 posible	 especular	 sobre	 las	 posibles	 consecuencias	 de	 los	 cambios	
observados	en	el	funcionamiento	del	cartílago.	
	
La	 interpretación	 de	 estos	 cambios	 incluye	 también	 la	 magnitud	 en	 años	 de	
este	 cambio:	 el	 incremento	 de	 3.7	 años	 observado	 en	 el	 cartílago	 de	 pacientes	 con	
artrosis	 de	 este	 estudio	 es	 una	 aceleración	 del	 envejecimiento	 modesta,	 en	
comparación	con	los	cambios	observados	en	estudios	de	cáncer,	pero	similares	a	otros	
encontrados	recientemente	por	otro	grupo	en	el	cartílago	con	artrosis	en	la	cadera,	lo	
cual	supone	una	confirmación	 independiente	de	nuestros	resultados	 [395].	 	Además,	









Algunos	 de	 los	 mecanismos	 del	 envejecimiento	 previamente	 descritos	 en	 la	
artrosis	tienen	efectos	mayores	en	el	cartílago	afectado	y	son	menos	evidentes	en	las	
áreas	de	cartílago	preservado.	Este	es	el	caso	del	acortamiento	telomérico	[56],	[57],	




posible	que	 la	edad	epigenética	 constituya	un	biomarcador	de	vulnerabilidad	 celular	






previa	 de	 envejecimiento	 sistémico	 es	 el	 estudio	 de	 acortamiento	 telomérico	 en	
sangre	de	pacientes	 con	artrosis	en	 la	mano	 [58],	 y	 la	metilación	y	 la	erosión	de	 los	
telómeros	son	aspectos	diferentes	del	envejecimiento,	y	por	lo	tanto,	es	probable	que	
las	 distintas	 aproximaciones	 puedan	 dar	 lugar	 a	 diferentes	 hallazgos	 [7],	 [88],	 [94],	
[105],	 [397].	 La	 longitud	 de	 los	 telómeros	 depende	 de	 las	 divisiones	 celulares,	 en	
ausencia	 de	 encima	 telomerasa,	 y	 del	 daño	 en	 el	 ADN	 provocado	 por	 factores	
extrínsecos	 como	 el	 estrés	 oxidativo	 o	 inflamatorio.	 El	 acortamiento	 telomérico	










pacientes	 con	 artrosis	 y	 sus	 respectivos	 controles.	 Dado	 que	 ningún	 estudio	 ha	
replicado	el	hallazgo	de	Zhai	y	col.	 [58],	existe	 la	necesidad	de	replicar	 los	resultados	













conjunto	 de	 las	muestras	 de	 artrosis	 sin	 estratificar	 por	 articulación.	 Las	 diferencias	
encontradas	en	el	estudio	anterior	indican	un	acortamiento	de	281	pb	en	los	pacientes	
con	 artrosis	 en	 la	 mano,	 que	 se	 reduce	 a	 178	 pb	 tras	 ajustar	 por	 las	 variables	 de	
confusión.	 Este	 acortamiento	 es	 equivalente	 a	 unos	 11	 años	 de	 envejecimiento	 si	
tenemos	en	cuenta	la	tasa	de	acortamiento	por	año	que	se	describe	en	la	cohorte.	Sin	
embargo,	 otros	 estudios	 han	 mostrado	 una	 tasa	 mayor	 de	 acortamiento	 de	 los	
telómeros,	 entre	 20	 y	 40	 pb	 por	 año,	 con	 lo	 que	 reduciría	 a	 entre	 9	 y	 4	 años	 el	
envejecimiento	de	 los	pacientes	 con	artrosis	 en	 la	mano	 [399].	 En	 cualquier	 caso,	 la	
magnitud	 del	 envejecimiento	 observado	 en	 el	 estudio	 de	 Zhai	 y	 colaboradores	 es	
llamativa.	Podría	explicar	sin	problemas	el	aumento	de	comorbilidades	asociadas	con	
el	 envejecimiento	 y	 de	 mortalidad	 observado	 en	 algunos	 estudios	 epidemiológicos	
[332]–[335].	 Por	 otra	 parte,	 serían	una	 indicación	 clara	de	un	estado	de	 fragilidad	o	
debilidad	 sistémica	 como	parte	de	 la	artrosis	de	mano.	Precisamente	por	esta	 razón	
estos	resultaros	 tuvieron	gran	repercusión	cuando	fueron	publicados.	Además,	como	
la	 tasa	de	erosión	de	 los	 telómeros	en	 condrocitos	es	 semejante	a	 la	encontrada	en	





acortamiento	 en	 la	 sangre	 de	 los	 pacientes	 con	 el	 encontrado	 en	 condrocitos	 de	
pacientes	con	artrosis.	Por	desgracia,	esto	no	es	posible	debido	a	la	utilización	de	una	










estudio	 de	 Zhai	 y	 colaboradores	 puedan	 deberse	 a	 variabilidad	 entre	 las	 series	 de	
pacientes.	 Es	 muy	 probable	 que	 las	 series	 sean	 distintas,	 la	 nuestra	 basada	 en	
pacientes	con	artrosis	clínicamente	definida,	 la	de	Zhai	y	colaboradores	basada	en	 la	
utilización	 de	 radiografías	 como	 único	 criterio	 de	 inclusión	 [58].	 Los	 cambios	
radiográficos	característicos	de	 la	artrosis	de	manos	son	muy	 frecuentes	con	 la	edad	
avanzada,	pero,	a	menudo,	no	están	acompañados	de	la	sintomatología	característica	
de	la	artrosis	[400].	Si	estos	cambios	se	pueden	confundir	con	envejecimiento,	como	se	
sugiere	 por	 un	 biomarcador	 de	 edad	 biológica	 basado	 en	 el	 sistema	 de	 puntuación	
oseográfico	 [285],	 sería	posible	que	 se	diese	 lugar	al	 resultado	observado	por	Zhai	 y	
colaboradores.	
	
Por	 último	 en	 relación	 con	 este	 punto,	 la	 técnica	 de	 determinación	 de	 la	
longitud	 de	 los	 telómeros	 que	 hemos	 utilizado	 supone	 una	 limitación	 a	 la	 hora	 de	
comparar	 los	 resultados	 entre	 estudios.	 La	 técnica	 de	 qPCR	 permite	 únicamente	 un	
análisis	 relativo	 de	 la	 longitud	 de	 los	 telómeros	 entre	 las	 muestras	 estudiadas,	
haciendo	imposible	la	comparación	entre	estudios.	Esta	es	una	limitación	que	no	tiene	
el	 Southern	 blot	 que	 por	 su	 naturaleza	 permite	 comparaciones	 entre	 ensayos.	 Sin	
embargo,	 la	 cuantificación	 de	 la	 longitud,	 siempre	 difícil	 en	 el	 Southern	 blot,	 se	 ve	





muestras	 de	 sangre	 completa.	 Por	 ello,	 la	 cuantificación	 con	 esta	 técnica	 tiene	 una	
limitada	 reproducibilidad	 y	 consistencia	 entre	 ensayos	 y	 entre	 laboratorios	 [301].	 En	
nuestro	 estudio,	 intentamos	 aumentar	 la	 precisión	 y	 exactitud	 de	 los	 resultados	
aplicando	 todos	 los	 pasos	 detallados	 en	 el	 protocolo	 tanto	 en	 el	 diseño	 como	 en	 el	
análisis	 de	 los	 resultados.	 Dos	 factores	muy	 importantes	 fueron	 la	 utilización	 de	 un	
robot	para	automatizar	el	proceso	de	pipeteado	en	 todos	 los	pasos	de	 las	qPCR	y	 la	
utilización	de	replicados	de	cada	muestra,	lo	que	nos	permitió	repetir	las	muestras	con	
elevados	coeficientes	de	variación.	De	esta	forma	se	aseguró	que	las	determinaciones	
fueran	 altamente	 reproducibles,	 tanto	 a	 nivel	 de	muestra	 entre	 replicados,	 como	 a	




Por	 otro	 lado,	 la	 ausencia	 de	 una	 aceleración	 en	 la	 edad	 epigenética	 de	 la	
sangre	 y	 el	 hueso	 no	 se	 puede	 atribuir	 a	 la	 falta	 de	 potencia	 estadística.	 Nuestros	
análisis	 con	 la	 DmAM	 de	 8	 CpG	 en	 las	muestras	 sanguíneas	 cuentan	 con	 suficiente	
poder	 estadístico	 para	 excluir	 un	 envejecimiento	 de	 la	 mitad	 de	 magnitud	 que	 el	
observado	en	cartílago	(1-	β	>	0.95	para	excluir	una	diferencia	de	1.83	años	para	cada	
una	de	 las	 comparaciones	 según	 articulación).	 El	 análisis	 de	 hueso	 con	 la	DmAM	de	




se	 han	 hecho	 comparaciones	 entre	 los	 diferentes	 tejidos.	 También	 se	 ha	 evitado	 el	
sesgo	debido	a	diferencias	en	edad		y	sexo	entre	 los	grupos	de	pacientes	y	controles	
ajustando	 por	 ambas	 variables,	 como	 se	 recomienda	 en	 este	 tipo	 de	 estudios	 [88],	
[94],	[369].	Además,	la	precisión	del	predictor	de	Horvath	utilizada	para	la	estimación	
de	la	edad	biológica	de	cartílago	es	de	4	años,	similar	a	la	precisión	de	8	CpG	utilizado	
en	 sangre	 (5.07	 años).	 Hay	 que	 tener	 en	 cuenta	 que	 en	 el	 caso	 de	 la	 DmAM	 de	


















validado	 de	 forma	 más	 extensa,	 hay	 antecedentes	 en	 cartílago	 artrósico	 y	 nos	
permitiría	comparar	distintas	medidas	de	envejecimiento	en	las	mismas	muestras.	
	
En	 resumen,	 hemos	 encontrado	 un	 envejecimiento	 prematuro,	 medido	
mediante	metilación	del	ADN,	específico	del	 cartílago	de	 las	articulaciones	afectadas	
por	 la	 artrosis.	 El	 conocimiento	 de	 los	 mecanismos	 de	 este	 tipo	 de	 medida	 del	
envejecimiento	 podría	 ayudar	 a	 entender	 en	mayor	 profundidad	 esta	 patología.	 Sin	
embargo	por	el	momento,	lo	único	que	puede	concluirse	acerca	de	los	mecanismos	de	
envejecimiento	es	que	no	actúan	a	nivel	sistémico.	Esto	puede	afirmarse	debido	a	que	
se	 ha	 estudiado	 el	 envejecimiento	 mediante	 la	 metilación	 del	 ADN	 en	 el	 hueso	
próximo	 a	 la	 articulación	 afectada	 y	 en	 sangre	 de	 pacientes	 con	 artrosis	 y	 los	
resultados	 no	 muestran	 el	 envejecimiento	 encontrado	 en	 cartílago.	 Además,	 el	
envejecimiento	sistémico	se	ha	descartado	también	mediante	el	análisis	de	la	longitud	
de	los	telómeros	en	sangre	periférica	de	pacientes	y	controles.	Sin	embargo,	no	puede	
excluirse	 que	 otros	mecanismos	 del	 envejecimiento	 pudiesen	 afectar	 de	 forma	más	
extensa	que	los	cambios	en	metilación	y	la	longitud	de	los	telómeros	a	diversos	tejidos	
durante	la	artrosis.	La	ausencia	de	un	envejecimiento	sistémico	en	la	artrosis	reforzaría	





mayoritariamente	al	 cartílago	de	 la	articulación	dañada,	 siguiendo	 la	 teoría	de	uso	y	
desgaste	[402].		
	
Estudio de envejecimiento celular en pacientes con artritis 
reumatoide 
	
Nuestro	 estudio	 no	muestra	 indicios	 de	 un	 envejecimiento	 prematuro	 en	 las	
células	sanguíneas	de	los	pacientes	con	artritis	reumatoide	comparados	con	controles	
de	 la	 misma	 edad.	 Las	 dos	 medidas	 de	 edad	 biológica	 utilizadas,	 basadas	 en	 la	
metilación	 del	 ADN	 y	 en	 la	 longitud	 de	 los	 telómeros,	 nos	 llevan	 a	 esta	 conclusión	




en	 la	cohorte	de	descubrimiento	utilizando	 la	nueva	DmAM	de	8	CpG.	El	 incremento	
observado	 de	 1.9	 años	 es	 pequeño	 pero	 claramente	 significativo,	 sin	 lugar	 a	 dudas,	
debido	 al	 considerable	 número	 de	muestras	 analizadas.	 Sin	 embargo,	 hay	 toda	 una	
serie	de	evidencias	que	nos	hacen	cuestionar	el	significado	de	esta	diferencia.	Tanto	la	
ausencia	 de	 correlación	 entre	 el	 envejecimiento	 prematuro	 encontrado	 y	 las	
características	 clínicas	 de	 los	 pacientes	 de	 AR,	 como	 la	 ausencia	 de	 contribución	 al	
riesgo	 incrementado	de	mortalidad	de	 los	mismos,	 sugieren	que	este	 incremento	es	
biológicamente	 irrelevante	 a	 pesar	 de	 ser	 estadísticamente	 significativo.	 Pero	 la	
evidencia	 más	 importante	 y	 la	 única	 definitiva	 para	 dudar	 de	 este	 resultado	 es	 la	
obtenida	del	estudio	de	replicación.	
	
En	 la	 cohorte	 de	 validación,	 los	 pacientes	 con	 AR	 muestran	 también	 un	
incremento	 de	 DmAM	 respecto	 a	 los	 controles	 con	 nuestra	 DmAM	 de	 8CpG.	 Sin	
embargo,	 la	DmAM	de	Hannum	no	alcanzó	un	resultado	significativo	y	 la	de	Horvath	
mostró	la	dirección	opuesta.	Estas	dos	DmAM	no	pudieron	aplicarse	en	la	colección	de	










la	 misma	 dirección.	 Se	 puede	 pensar	 que	 diferencias	 en	 características	 clínicas	 y	
poblacionales	entre	la	cohorte	de	replicación	y	la	cohorte	de	descubrimiento	podrían	
haber	influido	en	estas	discordancias	ya	que	hay	algunas	que	son	notables.	Así,	todos	




los	 dos	 estudios	 (envejecimiento	 acelerado	 en	 los	 pacientes),	 y	 ninguna	 de	 estas	
características	diferentes	entre	 las	dos	colecciones	parece	afectar	a	 los	resultados	de	
las	diferentes	DmAM,	ya	sea	cuando	han	sido	analizadas	en	sus	respectivos	procesos	
de	 validación	 (excepto	por	 los	 anticuerpos	 anti-CP),	 o	 en	 las	muestras	 analizadas	 en	
este	estudio.		
	
La	discordancia	 también	nos	 llevó	a	considerar	 la	variabilidad	en	composición	
sanguínea	como	posible	causa.	A	priori,	no	parecía	una	buena	explicación	pues	las	tres	
DmAM	habían	sido	validadas	como	insensibles	a	este	tipo	de	variable.	Sin	embargo,	los	
resultados	 obtenidos	 al	 aplicar	 la	 corrección	 de	 Houseman	 han	 mostrado	 que	 esa	






por	 Hannum	 y	 sus	 colaboradores	 de	 1.14	 años.	 Ninguna	 de	 estas	 diferencias	 es	 de	
magnitud	 preocupante	 y	 parecen	 compatibles	 con	 los	 resultados	 de	 las	 validaciones	







corrección	 de	 Houseman	 tienen	 un	 peso	 importante	 las	 células	 NK	 que	 no	 están	
incluidas	entre	las	poblaciones	valoradas	en	la	colección	de	validación	del	DmAM	de	8	
CpG.	Sin	embargo,	estas	células	son	poco	abundantes	en	la	sangre	y	no	se	han	descrito	




efecto	 de	 la	 corrección	muestra	 una	 diferencia	 significativa	 hacia	 un	 envejecimiento	
menor.	 Lo	 mismo	 le	 ocurre	 a	 la	 DmAM	 de	 8	 CpG	 tras	 corrección	 por	 composición	





CpG	 tanto	hacia	 la	disminución	como	hacia	el	 aumento	de	 la	metilación	 [354].	 En	el	
momento	 actual,	 no	 se	 puede	 aventurar	 nada	 más	 pues	 haría	 falta	 validar	 los	
resultados	en	otras	colecciones	de	muestras.	En	este	sentido,	es	de	lamentar	que	por	
la	 falta	 de	 información	 sobre	 los	 sitios	 CpG	 necesarios	 para	 la	 corrección	 por	








acortamiento	 telomérico	 acelerado	 en	 los	 pacientes.	 Este	 es	 un	 argumento	 limitado	
pues,	 como	 ya	 se	 ha	 comentado,	 los	 distintos	 biomarcadores	 de	 envejecimiento	
pueden	tener	una	sensibilidad	diferente	en	distintos	tejidos	o	enfermedades.	Además,	





con	 AR	 que	 equivaldría	 a	 unos	 20	 años	 [361].	 Esta	 cifra	 parece	 elevada,	 pues	 otras	
evidencias	de	posible	envejecimiento	no	muestran	una	diferencia	 tan	marcada,	ni	 el	
aumento	 de	mortalidad	 o	 incapacidad	 observados	 en	 la	 artritis	 reumatoide	 parecen	
compatibles	 con	 un	 efecto	 tan	 dramático.	 Otros	 estudios	 de	 poblaciones	 muy	
específicas	 de	 linfocitos,	 especialmente	 de	 linfocitos	 T,	 han	 encontrado	 signos	 de	
envejecimiento	acelerado	[61],	[105][173].	Sin	embargo,	no	parece	que	esos	cambios	
específicos	se	reflejen	a	nivel	de	la	sangre	completa.	Además,	parecen	tener	lugar	sólo	












más	 grupos	 que	 analicen	 esta	 cuestión	 con	 independencia.	 No	 es	 que	 no	 haya	 sido	
analizada,	 sino	 que	 lo	 ha	 sido	 con	 estudios	 pequeños.	 En	 la	 artrosis,	 ya	 se	 ha	





Uno	 de	 los	 aspectos	 más	 atractivos	 de	 los	 análisis	 de	 edad	 biológica	 lo	
constituye	 la	 interpretación	 de	 esa	 edad	 como	 un	marcador	 del	 estado	 de	 salud	 en	
relación	con	el	estado	medio	de	la	población	de	la	misma	edad	cronológica.	Por	ello,	
parecía	 interesante	comprobar	si	el	aumento	de	 la	mortalidad	que	se	observa	en	 los	






relación	 se	 debe	 contrastar	 con	 el	 claro	 incremento	 de	mortalidad	 en	 los	 pacientes	
respecto	 a	 los	 controles	 de	 1.86	 veces.	 Este	 exceso	 de	 mortalidad	 muestra	 una	
tendencia	 a	 anularse,	 tras	 la	 aplicación	 de	 las	 nuevas	 terapias	 biológicas	 y	 el	
diagnóstico	precoz	de	la	enfermedad	[403]–[405].	Pero	todavía	sigue	estando	elevado	
en	la	mayoría	de	los	estudios.	No	hubiese	sido	sorprendente	encontrar	una	asociación	
con	 la	 DmAM,	 ya	 que	 se	 han	 publicado	 estudios	 en	 los	 que	 la	 edad	 biológica	 así	
evaluada	 se	 ha	 asociado	 a	 un	 aumento	 de	 la	mortalidad	 de	 un	 11-21%	 en	 cohortes	
longitudinales	 de	 sujetos	 de	 	 avanzada	 edad	 [406].	 	 También	 han	 encontrado	
asociación	 con	 la	 mortalidad	 otros	 estudios	 con	 otros	 diseños	 diferentes,	 bien	
longitudinales	en	la	población	general	o	de	gemelos	discordantes		[407].	Sin	embargo,	
todos	 estos	 estudios	 que	 han	 encontrado	 asociación	 tenían	 una	 gran	 potencia	
estadística,	 bien	 porque	 eran	 muy	 grandes,	 más	 de	 4.500	 sujetos,	 porque	 tenían	
carácter	 longitudinal,	 o	 porque	 al	 estudiar	 gemelos	 discordantes	 disminuyen	mucho	
los	 factores	de	 confusión.	Por	 lo	 tanto,	es	posible	que	nuestro	estudio	 carezca	de	 la	
potencia	estadística	necesaria	para	revelar	este	tipo	de	asociación.		
	
La	 relación	 de	 la	 longitud	 de	 los	 telómeros	 con	 la	mortalidad	 es	mucho	más	
controvertida.	Hay	estudios	que	las	han	relacionado	[408]–[410],	pero	otros	no	lo	han	
hecho	 [411],	 [412].	Nuestros	 resultados	se	unen	a	este	segundo	grupo:	no	muestran	
asociación	entre	la	longitud	de	los	telómeros	y	la	mortalidad,	ni	entre	los	pacientes,	ni	
entre	 los	 controles.	 Si	 bien	 los	pacientes	de	AR	de	nuestro	estudio	no	presentan	un	
acortamiento	 telomérico	 respecto	 a	 los	 controles,	 podría	 esperarse	 que	 tanto	
pacientes	 como	 controles	 con	 los	 telómeros	 más	 cortos	 tuviesen	 un	 riesgo	
incrementado	 de	 mortalidad.	 Pero	 no	 ha	 sido	 así.	 Es	 posible	 que	 también	 en	 este	
análisis	 el	 poder	 estadístico	 del	 estudio	 sea	 insuficiente.	 Sin	 embargo,	 las	 múltiples	
diferencias	 entre	 distintos	 estudios	 dificultan	 la	 identificación	 de	 un	 posible	 factor	
común	 que	 separe	 los	 estudios	 que	 encuentran	 asociación	 de	 los	 que	 no	 lo	 hacen,	
como	el	nuestro.	Entre	los	posibles	factores,	se	pueden	incluir	diferencias	en	la	técnica	







En	 resumen	 de	 este	 apartado	 final,	 no	 hemos	 encontrado	 evidencias	
consistentes	de	un	envejecimiento	prematuro	en	la	sangre	de	los	pacientes	con	artritis	
reumatoide	tras	analizar	dos	marcadores	de	edad	biológica:	la	metilación	del	ADN	y	la	







































prematuro	 de	 3.7	 años	 que	 es	 específico	 del	 cartílago	 de	 la	 articulación	
afectada	.	
	
3. No	 se	 han	 observado	 evidencias	 de	 un	 envejecimiento	 sistémico	 en	 los	
pacientes	con	artrosis	en	relación	con	la	metilación	del	ADN,	ni	en	la	sangre	de	









en	 los	 pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	 al	 analizar	 dos	 marcadores	
independientes	 de	 envejecimiento	 en	 muestras	 de	 sangre	 completa,	 la	
metilación	del	ADN	y	la	longitud	de	los	telómeros.	
	
6. Se	ha	observado	un	 aumento	de	 la	 tasa	de	mortalidad	de	1.86	 	 veces	 en	 los	
pacientes	 con	 artritis	 reumatoide	 respecto	 a	 los	 controles,	 que	 no	 estaba	
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Biological age is not always concordant with chronological age and the departures are of
interest for understanding how diseases and environmental insults affect tissue function,
organismal health, and life expectancy. The best-known biological age biomarker is
telomere length, but there are more accurate biomarkers as the recently developed
based in epigenetic, transcriptomic, or biochemical changes. The most accurate are
the epigenetic biomarkers based on specific changes in DNA methylation referred as
DNA methylation age measures (DmAM). Here, we have developed and validated a
new DmAM that addresses some limitations of the previously available. The new DmAM
includes the study in whole blood (WB) of 8 CpG sites selected as the most informative
on a training set of 390 healthy subjects. The 8 CpG DmAM showed better accuracy
than other DmAM based in few CpG in an independent validation set of 335 subjects.
Results were not significantly influenced by sex, smoking, or variation in blood cell
subpopulations. In addition, the new 8 CpG DmAM was amenable to study in a single
multiplex reaction done with methylation-sensitive single-nucleotide primer extension
(MS-SNuPE), a methodology based on commercially available reagents and run in
capillary electrophoresis sequencers. In this way, the high cost of DNA methylation
microarrays or of a pyrosequencer, which are needed for alternative DmAM, was
avoided. Performance of the DmAM with MS-SNuPE was assessed in a set of 557
donors, showing high call rate (>97%), low CV (<3.3%) and high accuracy (Mean
Absolute Deviation = 6.07 years). Therefore, the 8 CpG DmAM is a feasible and accurate
tool for assessing the epigenetic component of biological age in blood of adults.
Keywords: epigenetic, biological age, blood, DNA methylation, MS-SnuPE, biomarker
INTRODUCTION
Biomarkers of biological age are very useful for identifying situations of premature aging (Lopez-
Otin et al., 2013). The best-known biomarker of this type is telomere length, which is shortened
during each cell division in cells lacking the telomerase enzyme (Oeseburg et al., 2010; Zhu et al.,
2011). It has been found prematurely shortened in blood cells of patients with a variety of diseases
and in relation with decreased life expectancy. The appeal of this technology is such that several
companies have been created to o er predictions of life expectancy and of health quality based
in telomere length analyses (Leslie, 2011; Wolinsky, 2011). However, biological aging is a complex
process and telomere length is unable to inform of all its aspects, making it an inaccurate biomarker
in many instances. Recently, several new biomarkers of age of increased accuracy and content
have been developed. One of these new biomarkers is made by combining the levels of multiple
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biochemical routine blood tests (Putin et al., 2016), others include
information on the expression of hundreds of genes (Peters
et al., 2015). The most accurate of all them are the epigenetic
biomarkers (Weidner et al., 2014; Peters et al., 2015; Putin
et al., 2016), which have become possible after the identification
of age associated changes in DNA methylation at specific
CpG sites (Fraga et al., 2005). The mechanism of these age-
related changes is incompletely understood. Most experiments
suggest that it involves perturbations of the DNA methylation
maintenance system that lead to slowly accumulating failures
along time (epigenetic drift; Hannum et al., 2013; Horvath, 2013;
Teschendor  et al., 2013). The same experiments also indicate
that epigenetic drift can be accelerated by somatic mutations,
cell divisions, and environmental stress. The biomarkers based
on these changes are referred as DNA methylation age measures
(DmAM) or epigenetic clocks (Bocklandt et al., 2011; Hannum
et al., 2013; Horvath, 2013; Florath et al., 2014; Weidner et al.,
2014; Huang et al., 2015; Zbiec-Piekarska et al., 2015). These
biomarkers combine information from several CpG sites that
experience either increased or decreased methylation with age.
Some of them were developed for a single tissue (Bocklandt
et al., 2011; Florath et al., 2014; Weidner et al., 2014; Huang
et al., 2015; Zbiec-Piekarska et al., 2015), most often blood,
and others were developed and validated for multiple tissues
(Hannum et al., 2013; Horvath, 2013). The DmAM in blood show
good correlation with chronological age (Hannum et al., 2013;
Horvath, 2013; Florath et al., 2014; Weidner et al., 2014; Huang
et al., 2015; Zbiec-Piekarska et al., 2015), which is better than
the obtained with telomere length (Weidner et al., 2014) and
with other biological age biomarkers (Peters et al., 2015; Putin
et al., 2016). In addition, the DmAM in blood show accelerated
aging in progressive bone marrow failure syndromes (Weidner
et al., 2014) and in Down syndrome (Horvath et al., 2015a),
as well as, correlation with cognitive and physical fitness in the
elderly (Marioni et al., 2015b), and with all-cause mortality in
aged subjects (Marioni et al., 2015a; Christiansen et al., 2016), or
the opposed association with familiar longevity (Horvath et al.,
2015b). Fulfilling, therefore, all the characteristics of an accurate
biomarker of biological age, useful to study how its departures
from chronological age a ect tissue function, organismal health
and life expectancy.
Some DmAM use methylation at a large number of CpG
sites (Hannum et al., 2013; Horvath, 2013), requiring whole
genome methylation arrays. However, this is a too expensive
technology for studies aiming to analyze biological age in a
large number of samples. Alternatives with fewer CpG sites are
already available for studies of saliva, 2 or 3 sites (Bocklandt
et al., 2011), and WB, from 3 to 17 sites (Florath et al., 2014;
Weidner et al., 2014; Huang et al., 2015; Zbiec-Piekarska et al.,
2015). They still could be problematic in some settings because
they require a pyrosequencer and this equipment is not available
in many laboratories. In addition, the available DmAM were
developed including the whole range of ages, from birth to
very old age, and this is not possible without losing accuracy
because the rate of changes is faster in pre-adolescents than
in adults and follows di erent dynamics, exponential vs. lineal
(Alisch et al., 2012; Horvath, 2013). Therefore, we aimed to
develop and validate a simplified DmAM with the following
characteristics: using WB, requiring a single reaction per patient,
calibrated for adults, and amenable to focused analysis of a
few CpG sites in laboratories lacking a pyrosequencer. The
technology used involves methylation-sensitive single-nucleotide
primer extension (MS-SNuPE; Kaminsky et al., 2005), which is
based in commercially available reagents and requires a capillary
sequencer.
MATERIALS AND METHODS
DNA Methylation Data Sets
We used four sets of blood cell DNA methylation data
(Table 1). One was used for development of the DmAM
and was named training set. This training set included data
from the 390 donors older than 20 years from Weidner
et al. (2014), which were obtained with the Illumina Human
Methylation 27K BeadChip platform and are available under
GSE19711, GSE20242, GSE20236, GSE23638 GEO accession
numbers. The next three data collections (Table 1) were
validation sets used to assess di erent aspects of the new
DmAM. The first was from Liu et al. (2013). It was used
to compare the accuracy of the new DmAM with previous
DmAM. This data set includes Illumina HumanMethylation
450K BeadChip information obtained from 335 donors recruited
randomly from the Swedish national population registry and
publicly available with GSE42861 accession number. The
second validation data set was used to evaluate the e ect of
heterogeneity in blood cell composition on the new DmAM.
It included DNA methylation and blood cell composition from
92 individuals in the Vancouver lower mainland area, who
were studied by Lam et al. (2012). Methylation data were
obtained with the Illumina Human Methylation 27K BeadChip
and they are available under the GSE37008 accession number.
Blood cell composition included the number of monocytes,
lymphocytes, neutrophils, basophils, and eosinophils assessed
with an Advia 70 (Siemens Medical) system. Samples from
these previous studies were according with ethical requirements
as reported in the primary publications (Lam et al., 2012;
Liu et al., 2013; Weidner et al., 2014). The third validation
data set was obtained for this study. It was used to test
the performance of the new DmAM on DNA methylation
data obtained with MS-SNuPE. It included methylation data
from DNA samples of 557 donors of European Spanish
ancestry. These subjects were recruited as controls for studies
of rheumatic diseases during ambulatory explorations. Most
of them, 375, were recruited during preoperative work-up for
elective minor surgeries other than joint surgery. The remaining
182 subjects were recruited during intravenous urography.
Patients with bad health status (physical or mental) or with
symptoms or signs of OA and patients with inflammatory
or autoimmune diseases, as well as those reporting foreign
ancestors were excluded. The Ethics Committee for Clinical
Research of Galicia approved study of this third validation
set for which all participants have given written informed
consent.
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TABLE 1 | Detailed description of the sample collections used in this study.
Application Study N Age (SD) Age range Woman%
Training Weidner et al., 2014 390 61.2 (11.6) 20–78 96.7
DNA methylation age measures (DmAM) comparison Liu et al., 2013 335 52.8 (11.5) 20–70 71.3
Blood composition Lam et al., 2012 92 52.8 (11.5) 25–45 71.3
MS-SNuPE validation Current study 557 65.9 (10.0) 45–89 51.4
N = Sample size; Age = mean age in years; SD = Standard deviation.
Definition of DmAM Based on 8 CpGs
We used the 390 healthy Caucasian donors older than 20 years
from Weidner et al. (2014), to define a DmAM optimized to
estimate age from blood DNA in adult subjects and allowing
assays with MS-SNuPE. The dataset contains DNA methylation
profiles of 102 CpGs strongly correlated with age (Pearson
correlation coe cient r > 0.85 or r < –0.85). We selected the
most informative by forward stepwise linear regression. At each
step, feasibility of assay by MS-SNuPE of the CpG entering
the model was checked. If the assay was possible, the CpG
was incorporated to the regression model, on the contrary, it
was discarded and the linear regression restarted without it.
A total of 8 CpGs were incorporated to the model with a 0.05
P threshold to enter. The 8 CpGs and the B coe cient values
obtained with multiple linear regression on the training set are
detailed in Table 2. The 8 CpG DmAM was further evaluated
for accuracy with the training set and the three validation data
sets. The first validation set was specifically used for comparing
the 8 CpG DmAM obtained with three other DmAM (Hannum
et al., 2013; Horvath, 2013; Weidner et al., 2014), because this
data set included blood DNA methylation data that have not
been used to calibrate any of the DmAM. The role of gender
and smoking was analyzed by multiple regression against the
di erence between age and the DmAM estimation. The DmAM
used for comparison were selected because the availability of
the model parameters and of the methylation information at
the required CpG sites. It should be noted that the Hannum
DmAM was used without clinical variables because of lack of
the necessary information (Hannum et al., 2013). Accuracy of
DmAM was assessed as correlation with chronological age, and
as mean di erence and mean absolute deviation (MAD) between
predicted age and chronological age. In the analysis of blood cell
TABLE 2 | Multiple linear regression parameters of the 8 CpG DmAM.
Term B SE t-value p-level
Intercept 84.7 4.3 19.5 <1.0 ⇥ 10 16
cg16386080 59.5 4.9 12.3 2.4 ⇥ 10 29
cg24768561 33.9 5.9 5.8 1.5 ⇥ 10 08
cg19761273 –44.0 9.8 4.48 1.0 ⇥ 10 05
cg25809905 –19.7 5.4 3.7 2.9 ⇥ 10 04
cg09809672 –22.8 6.5 3.5 5.0 ⇥ 10 04
cg02228185 –16.8 4.8 3.5 5.5 ⇥ 10 04
cg17471102 –17.7 6.5 2.7 0.006
cg10917602 –11.4 5.1 2.2 0.026
This model was calibrated with the training data set. SE = Standard Error.
FIGURE 1 | Results of the 8 CpG DNA methylation age measures
(DmAM) in the training set. The scatterplot represents age in the horizontal
axis, against the 8 CpG DmAM in the vertical axis from the healthy donors of
the training set (n = 390). Straight lines represent least squares regression fit
to the data.
subpopulation, cell counts were Z transformed for representation
(except for basophils, which only showed 0 or 1 counts per 10µl).
These analyses were done with Statistica 7.0 (Stat Soft, Inc.).
Assays of DNA Methylation with
MS-SNuPE
Genomic DNA, 1 µg, was bisulfite-converted in 96 deep-well
Methylation-Gold kit plates (Zymo Research, USA) following
the manufacturer specifications. Oligonucleotide primers and
probes for multiplex Ms-SNuPE reactions assaying the 8
selected CpGs were designed with MethPrimer (Li and Dahiya,
2002) and are provided in Supplementary Table S1. Multiplex
Ms-SNuPE reactions were performed as previously described
(Kaminsky et al., 2005). Optimal amounts of primers and probes
were determined to avoid saturation or ine cient reaction.
Reactions without bisulfite-converted DNA were included to
assess specificity. All samples were assayed in duplicate and those
with CV higher than 10% were repeated. A control sample was
run in all plates.
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RESULTS
New DmAM Amenable for MS-SNuPE
and Calibrated for Adults
We selected CpG sites for the new DmAM among the 120 CpGs
with stronger correlation by forward stepwise linear regression
with age in Weidner et al. (2014). For this process, we used the
training set of 390 healthy subjects older than 20 years of age. At
each step, we checked the CpGs for their compatibility with MS-
SNuPE assays (Supplementary Table S1). The process finished
with 8 CpGs, each of them showing significant contribution in
multiple regression (Table 2), with 2 showing an increase in
methylation with age and 6 showing a decrease. The new 8 CpG
DmAM provided an accurate estimation of age in the training
set (R2 = 0.68, P < 10 16; MAD = 5.07 years; Figure 1). In
addition, accuracy was similar in di erent age categories from 30
to 80 years of age (Table 3). The lower age group, below 30 years
of age, showed a larger MAD and larger di erence in mean than
the other strata (Table 3). It is worth to note that the highest
accuracy is observed near the mean age of the training set. This is
common to all predictions based on regression.
Relative Accuracy of the New DmAM
We used the first validation set to assess the relative accuracy of
the 8 CpGDmAM in relation with three other DmAMs (Hannum
et al., 2013; Horvath, 2013; Weidner et al., 2014). This validation
set includes blood DNAmethylation data from 335 healthy adults
(Liu et al., 2013). The best models were the two based in a large
number of CpG and a sophisticated prediction model (Table 4).
They showed the lowest MAD and the strongest correlation with
chronological age. The DmAM of Horvath excelled in MAD and
mean di erence, whereas the DmAM of Hannum showed the
strongest correlation with chronological age. It is important to
note that the Hannum DmAM was used only with methylation
data, without the clinical data included in its original description
(Hannum et al., 2013).
The new 8 CpG DmAM showed an accuracy that was
intermediate between the DmAM based in many CpGs and the
based in few. It was nearer to any of the two best DmAM
than to the Weidner DmAM in the correlation coe cients. In
addition, it showed a lower mean di erence between age and the
DmAM estimation than the Hannum DmAM and a comparable
MAD. Therefore, the 8 CpG DmAM was more accurate than the
Weidner DmAM, but less accurate than the methods requiring
microarray analysis of DNA methylation. These results indicate
that the 8 CpG DmAM provides an improved compromise
between feasibility and accuracy.
The New 8 CpGs DmAM Was
Independent of Heterogeneity in Blood
Cell Counts and Other Confounding
Factors
The complexity of blood composition and its variability has
been mentioned as a possible confounding factor for DmAM.
Therefore, we checked the influence of changes in blood cell
counts on the new 8 CpG DmAM using the second validation
set (Lam et al., 2012). No association was found with cell counts
of any of the major subpopulation or with variation in WB
cell numbers (Figure 2). All the b coe cients were <0.03 with
P-values >0.6 (Supplementary Table S2). In contrast, association
with age showed a b coe cient of 0.77 with P < 10 17.
Other possible confounding factors, sex and smoking were
available in the first validation set. They were analyzed in this set
because of the higher power of analysis in the 335 subjects on it
(Liu et al., 2013). The 8 CpG DmAM was neither associated with
smoking (b = –0.020, P= 0.6), nor with sex (b = –0.005, P= 0.9).
Validation of the 8 CpG DmAM with
MS-SNuPE
We tested accuracy of the new 8 CpG DmAM in the third set of
samples, in which the 8 CpG methylation levels were determined
by MS-SNuPE for the current study. The MS-SNuPE assay
showed a 97.6% call rate, and a between plates reproducibility
of 3.3% CV. The 8 CpG DmAM showed good accuracy in
relation with the observed in other sample sets with this same
DmAM and observed with other DmAM in the first validation
set. The MAD and the mean di erence (MAD = 6.07 years,
mean di erence = –2.1 years) were better than the observed
in the first validation set with the same DmAM (Table 4).
These di erences were only slightly larger than the observed
in the training set used to define the model parameters. Linear
correlation with chronological age, in contrast, was weaker than
the observed in the first validation set (adjusted R2 = 0.45,
P < 10 16; Spearman R = 0.67). However, the distribution of
values was concentrated around the regression line with only
some subjects showing wide di erences between chronological
age and the age estimated with the DmAM (Figure 3). This
indicates that the decrease in correlation coe cient was related
with the smaller range of ages in the third validation set (age
range = 35 years, vs. 50 years in the first validation set)
for an even smaller residual standard deviation (7.4 years vs.
8.2 years).
DISCUSSION
We have developed a new DmAM that is appropriate for
large studies done with blood samples of adult subjects in
laboratories counting with a capillary sequencer. This DmAM
has reached an improved compromise between feasibility and
TABLE 3 | Accuracy of 8 CpG DmAM in different age intervals.
Age interval Mean age N MAD Mean difference
20–29 25.4 17 9.2 9.0
30–49 39.5 23 6.6 3.1
50–59 56.3 93 4.9 3.6
60–69 64.0 158 4.1 –0.3
70–78 72.8 99 5.7 –5.2
All 61.2 390 5.1 0.00
N = Sample size, MAD = Mean absolute deviation.
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TABLE 4 | Comparative performance of the 8 CpG DmAM with other DmAM in the 335 blood samples from the first validation set.
DmAM N  CpGs MAD Adjusted R2 Spearman rho Mean difference
Horvath, 2013 353 4.4 0.77 0.87 –1.0
Hannum et al., 2013 71 7.1 0.84 0.90 –6.7
8 CpGs 8 7.3 0.60 0.75 –4.8
Weidner et al., 2014 3 8.5 0.33 0.57 3.8
MAD = Mean absolute deviation.
FIGURE 2 | Lack of variation of the 8 CpG DmAM with changes in blood cell composition from the second validation set. Each rectangle represent the
linear regression of (8 CpGs DmAM – age) against the Z transformed cell counts of whole blood (WB) cells, neutrophils, lymphocytes, monocytes, and eosinophils,
respectively. Basophil counts were not transformed due to their dichotomous distribution.
accuracy. It allows detection of changes in epigenetic aging
with accuracy slightly lower than DmAM that are much more
costly per sample because they require whole genome DNA
methylation microarrays (Hannum et al., 2013; Horvath, 2013).
In addition, it provides results that are independent of important
confounders and easily comparable with the obtained with other
technologies.
The DNA methylation microarrays provide a large wealth of
information that could be of interest for other analyses, but their
cost is excessive if the objective is only to assess epigenetic age.
This consideration has led to the development of DmAM with
few CpG sites for large epidemiological studies, and forensic
applications (Bocklandt et al., 2011; Florath et al., 2014; Weidner
et al., 2014; Huang et al., 2015; Zbiec-Piekarska et al., 2015).
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FIGURE 3 | Scatterplot of age against the 8 CpG DmAM from the
healthy donors of the third validation set analyzed with MS-SNuPE
(n = 557). Straight lines represent least squares regression fit to the data.
Among the DmAM requiring few CpG sites, the new 8 CpG
DmAM showed better accuracy in our analyses than other
DmAM developed also for blood samples (Weidner et al., 2014).
Unfortunately, a direct comparison with the other DmAM in
this category was impossible because of lack of the necessary
information, either because the CpG sites are not in DNA
microarrays or because the model parameters were not reported
(Florath et al., 2014; Huang et al., 2015; Zbiec-Piekarska et al.,
2015). Independently of their accuracy, which we will further
consider below, all the other DmAM based on few CpG are
designed for assay by pyrosequencing, which is not available in
many laboratories. The accuracy of this type of DmAM increases
with the inclusion of additional CpGs (Bocklandt et al., 2011;
Weidner et al., 2014), but each new CpG requires a new reaction
with its associated cost and time. In contrast, the MS-SNuPE
technology has the advantage of its multiplexing nature allowing
the analysis of the 8 CpG DmAM in a single reaction reducing
the expenses and the time needed (Kaminsky et al., 2005). We
have estimated that the 8 CpG DmAM will require about 32 h
after bisulfite modification whereas the MS-SNuPE needs 8 h in
equipment that is widely available: a PCR thermocycler and a
capillary sequencer.
It is important to note that accuracy of any of the DmAM is
partly age dependent, and this dependence has two components.
The first is due to the di erence between the training set mean
age and the age to be estimated. The best age estimations
are obtained near the mean value of the training set, because
the regression parameters are estimated with this set. This
dependence means that regression parameters show bias in other
sample collections di erent from the training set. The second
component is due to the range of ages considered. This range
a ects correlation coe cients as measures of accuracy. Because
of the correlation coe cient formula, a wide range of ages
leads to higher correlation coe cients than a narrow range
for the same dispersion of data around the regression line. In
addition, the range of ages a ects accuracy of the estimation
due to the di erent dynamics of DNA methylation changes with
age in children and in adults, as already mentioned (Alisch
et al., 2012; Horvath, 2013). This variation means that accurate
results are di cult with DmAM aiming to cover all age ranges
(Horvath, 2013; Zbiec-Piekarska et al., 2015). Therefore, we
choose restricting development of a new DmAM to adults. This
approach is safer than assuming a constant rate of change of the
DmAM for all ages from birth to very old, as has been done by
some previous DmAM (Bocklandt et al., 2011; Hannum et al.,
2013; Weidner et al., 2014; Huang et al., 2015; Zbiec-Piekarska
et al., 2015). An alternative and accurate approach has been
followed by the Horvath DmAM, which achieved good accuracy
along all age ranges thanks to an elastic net regression model that
accounted for a variable rate of change (Horvath, 2013). All the
mentioned sources of experiment-specific e ects on accuracy of
DmAM indicate the need to compare DmAM in the same set of
samples, as we have done here.
The previous consideration leads to highlight another good
property of the 8 CpGs DmAM. The 8 CpG sites included in the
new DmAM are amenable to analysis with any of the common
technologies for DNA methylation analysis. They were selected
as amenable to MS-SNuPE, among CpG sites available in both
Illumina 27K and 450K Bead Chip methylation arrays, and they
are amenable to study with pyrosequencing. This characteristic
allows a wide comparability with other DmAM in the same data
set.
An important consideration for the interpretation of DmAM
is their degree of dependence of blood cell composition (Ja e
and Irizarry, 2014). Ideally, the DmAM should be independent
of commonly observed changes in blood cell composition. Our
analysis showed this independence for the new 8 CpG DmAM
in the 92 samples from our second validation sample set (Lam
et al., 2012). Some previous DmAM have also demonstrated this
property (Horvath, 2013; Weidner et al., 2014). In addition, the 8
CpG DmAM was independent of sex, and smoking habit. This
independence could be an advantage over other DmAM that
should be adjusted for these confounders (Hannum et al., 2013;
Florath et al., 2014).
CONCLUSION
We propose a new DmAM for large studies of biological age in
blood samples of adults that is amenable to analysis in a single
reaction with MS-SNuPE. This DmAM involving 8 CpG sites
represents an improvement either in feasibility or in accuracy
over previous DmAM.
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OA is the most common chronic disease affecting the 
joints with about a 45 % lifetime risk of developing OA 
of the knee [1, 2]. It can affect any joint, but it occurs 
most often in knees, hips, spine, or hands. Symptoms 
include pain and stiffness, bony enlargement, crepitus 
with movement and decreased function of the joint.  OA 
pathogenesis is complex and includes multiple risk 
factors that are still incompletely known, but old age is 
a critical contributor [3, 4]. The relationship between 
old age and OA is not  fully  understood.  Classically,  it  
                                                        
                                                          Research Paper 
was suspected that the association was related to the 
“wear and tear” of articular cartilage by continuous 
mechanical stress. Today, we know that this model of 
OA is insufficient because OA involves an active 
response to injury comprising remodeling of articular 
cartilage and neighboring bone, in addition of synovial 
inflammation and damage to ligaments and menisci [2]. 
In addition, the other component of the association with 
old age, biological aging, has shown unsuspected 
complexity, including its multidimensionality, variable 
progression, possibility of modulation and the pivotal 
































patients  and  controls.  Therefore,  premature  epigenetic  aging  according  to  DNA  methylation  changes  was
specific of OA cartilage, adding further evidence and insight on premature aging of cartilage as a component of
OA pathogenesis that reflects damage and vulnerability.  
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The many facets of biological aging have been typified 
in nine cellular and molecular hallmarks: genomic 
instability, telomere attrition, epigenetic alterations, loss 
of proteostasis, deregulated nutrient sensing, mito-
chondrial dysfunction, cellular senescence, stem cell 
exhaustion, and altered intercellular communication [6]. 
Variable progression of biological aging with 
dissociation between biological and chronological age is 
observed in progeroid syndromes. Less dramatically, it 
is also observed as a reflection of lifestyle with 
smoking, heavy drinking, obesity, stress and depression 
as accelerators, and exercise and caloric restriction as 
rejuvenators. The pivotal role of cellular senescence and 
of the senescence-associated secretory phenotype has 
been established in multiple studies, but most strikingly 
with the reversal of age-associated changes obtained 
with their removal [7]. This rejuvenation has been 
obtained either through genetic manipulation or with 
senolytic drugs in mice in spite of the eliminated 
senescent cells were only a minor fraction in mouse 
tissues [5]. All these aspects could be of relevance for 
OA as exemplified by the secretory phenotype that 
includes secretion of metalloproteases and pro-
inflammatory mediators, which could be involved in 
OA cartilage damage [2-4]. There is already persuasive 
evidence of accelerated biological aging at the affected 
cartilage [3, 4]. Many of the aging hallmarks have been 
described as exacerbated in OA chondrocytes and 
articular cartilage, including telomere length shortening, 
mitochondrial dysfunction, cellular senescence and 
genome instability [3, 4]. In contrast, biological age has 
not been studied in any other joint tissue although a 
systemic component of premature aging has been 
suggested by accelerated telomere length shortening in 
blood cells of 160 hand OA subjects compared with 926 
controls [8]. Telomere shortening correlated with 
radiographic severity of OA in the hands in this study. 
These findings have not yet been independently 
confirmed, with a small subsequent study showing no 
telomere attrition in blood of knee OA patients [9], and 
a second small study reporting telomere shortening only 
in knee OA patients experiencing high stress and 
chronic pain [10]. A systemic premature aging 
component in OA is an attractive hypothesis because it 
is congruent with some epidemiological studies that 
have found increased prevalence of old-age 
comorbidities [11-14], frailty [15], and mortality in OA 
patients [16-18]. The two aspects, local and systemic, of 
premature aging could contribute to OA by further 
impairing cartilage and joint function, decreasing 
mobility and increasing joint vulnerability.  
 
An opportunity to explore a different aging hallmark in 
OA cartilage, bone and blood has become possible 
thanks to the recent development of biomarkers of 
epigenetic aging [19-24]. The available biomarkers, 
called DNA methylation age-measures (DmAM), 
combine methylation levels at CpG sites that experience 
methylation changes with aging. The mechanism seems 
to include slowly accumulating failures of methylation 
maintenance (epigenetic drift) that could be accelerated 
by somatic mutations, cell divisions and environmental 
stress [19, 21, 25, 26]. Some of the changes are tissue-
specific; others are shared by several tissues. This 
motivates a distinction between DmAM that are tissue-
specific and include as few as 3 CpG sites showing 
strong correlation with age in blood, [20, 24] or in 
saliva [23], and biomarkers  applicable to many tissues 
that require investigating more CpG sites [19, 21]. The 
most comprehensive is the "epigenetic clock" method 
by Horvath, which includes 353 CpG and is valid for 
multiple tissues including bone and cartilage [19, 27, 
28]. The DmAM are useful biomarkers of biological 
age that show accelerated aging in several diseases of 
old age [19-21, 29, 30] and in subjects under elevated 
lifetime stress [26], and that correlate with cognitive 
and physical fitness in the elderly and with all-cause 




The cartilage samples from OA patients showed 
premature aging in comparison with cartilage from 
controls (Figure 1A). The difference in the estimated 
mean age obtained with Horwath’s DmAM was of 3.7 
years (Table 1). This result was obtained with the whole 
set of samples that included cartilage from the tibial 
plateau and from the femoral head. A significant 
premature aging was also observed with the subgroup of 
tibial plateau samples, with a mean difference of 5.3 
years (95 % CI = 2.4 to 8.2). Cartilages from the femoral 
heads were too few for meaningful analysis.  All the 
comparisons were adjusted for age and sex as covariates. 
 
In contrast with the cartilage results, there were no 
differences in epigenetic aging of bone (Figure 1B). The 
mean estimated age obtained from DNA methylation 
data was very similar in patients with hip OA and in 
controls (Table 1). The lack of difference was validated 
in a sub-analysis including only the fracture controls 
(ΔDmAM = 0.5 years, 95 % CI = -1.50 to 2.54, P = 
0.6). Bone samples from cadaver controls were too few 
for meaningful analysis. All the comparisons were 
adjusted for age and sex as covariates. 
 
The study of epigenetic aging in blood required de novo 
analyzes of methylation levels at the 8 CpG sites.  The 
MS-SNuPE assays showed a 93.0 % call rate, and 
between-plate CV of 3.2 %. Age of the 182 controls 
without OA was accurately predicted with the 8CpG 
DmAM (Figure 2), as shown by the good fit of the 
mean age estimate (mean difference age – DmAM = -
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0.1 years, SD = 8.7 years). Comparison of the 
epigenetic ages obtained in this way did not show 
differences between OA patients and controls (Figure 
2). The epigenetic ages for each of the joint-specific OA 
subgroups were very similar to the epigenetic age for 
the control subjects, as shown for the hand OA patients 


















































patients (Figure 2C). This similarity in blood cells was 
clearly shown by the near zero year ΔDmAM (Table 1). 
The largest difference in blood was observed between 
patients with hip OA and controls, but it was not 
significant and with direction opposed to premature 
aging in the OA subjects. All the comparisons were 















































Figure 1. Comparison of epigenetic age  in  joint tissues  from controls and patients with OA.
(A) Accelerated aging in OA cartilage samples (n = 31) in comparison with control cartilage (n =
36) with ΔDmAM = 3.7 years (P = 0.008); and (B) no difference (ΔDmAM = 0.04 years, P = 0.3) in
bone  samples  between  OA  patients  (n  =  33)  and  controls  (n  =  45).  Epigenetic  ages  are
represented as age‐ and sex‐adjusted values with horizontal lines for the mean of each group. 
Table 1. Specific premature epigenetic aging in OA cartilage 
compared with  control  cartilage.  ΔDmAM  =  (age‐  and  sex‐
adjusted  mean  DmAM  in  OA  patients)  –  (age‐  and  sex‐
adjusted mean DmAM in controls); CI = confidence interval. 
 
Tissue OA set ΔDmAMa (95% CI) P-value 
Cartilage Knee/hip 3.7 (1.1 to 6.3) 0.008 
    
Bone Hip 0.04 (-1.8 to 1.9) 0.3 
    
Blood Hand 0.01 (-1.1 to 1.1) 0.98 
Knee 0.04 (-0.9 to 1.0) 0.9 
Hip -0.7 (-1.7 to 0.3) 0.11 
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DISCUSSION 
 
Our results showed for the first time premature 
epigenetic aging as detected with DmAM in cartilage of 
the OA affected joint, but not in bone nearby the OA 
affected joint, or in blood cells of OA patients 
irrespective of the joint affected. These results add 
epigenetic aging to the list of hallmarks of aging 
showing accelerated changes in OA cartilage. Each of 
these hallmarks provide complementary and non-
redundant evidence of the different facets of the 
premature biological aging taking place in chondrocytes 
and the extracellular matrix of the OA affected 
cartilage. In addition, our results could be interpreted as 
questioning systemic premature aging in OA, or even a 
local component of premature aging in nearby bone, but 
exploration of other aging hallmarks would be required 
to exclude them. 
 
Previously, several hallmarks of biological aging have 
been found exacerbated in chondrocytes and cartilage 
from OA patients [3, 4]. Our work adds epigenetic 
aging to the list of hallmarks that show premature 
biological aging in this tissue. This is a significant 
addition because the different aging hallmarks, although 
extensively interconnected, show tissue and disease 
specificity and the involvement of each of them cannot 
be assumed from the presence of other hallmarks [5, 6, 
35]. They need to be tested in the specific tissue or 
situation under study. This necessity is exemplified by 
the lack of correlation between epigenetic age and 
telomere length observed in the elderly population [35]. 
In addition, diseases of abnormal telomere attrition are 
different from diseases in which the dominant 
mechanism is genomic instability and both are different 
from normal aging. The first group includes pulmonary 
fibrosis, dyskeratosis congenita and aplastic anemia, 
whereas genome instability is the dominant aging 
hallmark in progeroid syndromes such as Hutchinson-
Gilford progeria syndrome and Werner’s syndrome [5, 
6]. In addition, the DNA methylation changes that are 
included in the Horvath DmAM have been shown to be 
independent from cellular senescence and mitotic age 
[19]. Similar lack of redundancy is observed between 
the other aging hallmarks, making it necessary to study 
each of them to know their involvement in OA. 
 
Epigenetic changes with age are not restricted to DNA 
methylation. They encompass also histone modifica-
tions regulated by sirtuins and chromatin remodeling 
[6]. None of the other age-associated epigenetic changes 
has yet been analyzed in the context of OA, but they are 
of interest given their potential reversibility as with 
histone deacetylase inhibitors or inhibitors of histone 
acetyltransferases as anti-aging drugs [6]. The meaning 
of these epigenetic changes is still poorly understood. 
They likely contribute to the loss of transcriptional 
regulation and increase of transcriptional noise observed 
with aging [5, 6]. Changes in DNA methylation are 
concentrated in genes with some functional categories 
including cell growth and survival, organismal 
























































the  hip  OA  (n  =  273)  patients  (filled  circles).  Straight  lines
represent least squares regression fit to the data. 
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corticoid response elements [26], but the pattern of 
hypermethylation and hypomethylation has not yet 
being linked to specific molecular or cellular processes 
[19, 20]. Interpretation of the changes should also 
include the magnitude of the change: the increase in 3.7 
years in ΔDmAM observed in the OA cartilage samples 
of our study is a modest acceleration compared with 
changes observed in tumoral tissue, but similar to the 
reported in a recent abstract in hip OA cartilage, which 
provides independent confirmation of our findings [36], 
and in blood of HIV infected patients [37], or in blood 
of Down syndrome patients [29], but larger than the 
observed in blood from patients with Parkinson disease 
[38], or in blood of women after menopause [39]. 
 
Some of the previously described aging hallmarks are 
strongest in the damaged cartilage and less clear in 
cartilage of preserved areas. Hallmarks showing this 
pattern are mean telomere length shortening [40-42] 
senescence-associated heterochromatin foci [41, 42], 
and senescence-associated β-galactosidase (SA-β-gal). 
These results have been interpreted as representing, at 
least in part, consequences of cellular stress and the 
senescence status of the chondrocytes in OA. However, 
it is possible that epigenetic aging is a biomarker of 
cellular vulnerability more than of damage and, 
therefore, a potential target for treatment. Experiments 
aimed to differentiate between the two mechanisms are 
necessary but there are already preliminary results 
showing similar epigenetic aging in damaged and in 
preserved cartilage from the same OA patient [36].  
Potential treatments could include specific senolytic 
drugs [5] that have not yet been assayed in chondro-
cytes, and other approaches with capacity to delay aging 
in OA chondrocytes as already shown for statins [38] 
and sirtuin activation [37, 39]. 
 
Our results are contrary to widespread premature 
epigenetic aging given the lack of increased ΔDmAM at 
the blood and bone levels. However, the only previous 
direct evidence of a systemic component of accelerate 
aging in OA was obtained with telomere length in blood 
cells of OA patients [8, 10], and it is likely that telomere 
length and DmAM capture different aspects of 
biological aging [6, 19, 21, 25, 27]. Telomere attrition 
results from cell divisions, in the absence of the enzyme 
telomerase, and from DNA damage induced by extrinsic 
stress, as oxidative or inflammatory stress. The authors 
that found accelerated telomere length attrition in blood 
of OA patient interpreted it as reflecting oxidative stress 
and low-level chronic inflammation [8], or associated 
with chronic pain and high stress [10]. In contrast, 
epigenetic aging as measured with DmAM seems to be 
due to perturbations of the DNA methylation mainte-
nance system [19, 21, 25]. Therefore, our results do not 
question systemic accelerated aging as detected with 
telomere shortening, but exclude the epigenetic aspect 
of aging. 
 
The lack of accelerated aging in blood and in bone was 
not attributable to insufficient power. In effect, blood 
samples were enough to exclude ΔDmAM half as fast 
as the observed in cartilage (1-β > 0.95 to exclude a 
difference of 1.83 years for each of the three joints). 
Bone samples, in turn, were enough to detect ΔDmAM 
as large as the observed in cartilage (1-β = 0.90). In 
addition, the use of different DmAM for cartilage and 
bone, in one side, and for blood, in the other, does not 
interfere with our results because no analysis compared 
results across different DmAM. We also avoided biases 
due to differences in age or sex between the OA patients 
and the controls by adjusting for these two variables, as 
recommended [19-21]. However, limitations of our 
study are that the different tissues were not from the 
same subjects, the lack of other joint tissues, and the 
absence of a larger number of cartilage samples from 
femoral heads allowing specific analysis of epigenetic 
aging at this site. The meaning of these limitations 
seems modest because bone and cartilage are arguably 
the most relevant tissues in OA [2], and because 
epigenetic aging in hip cartilage from OA patients has 
been independently found [36], as already mentioned. 
In any case, we cannot completely exclude that other 
tissues or joints show a different behavior than the 
reporter here, or that additional insight could be gained 
from analyzing several tissues from the same subjects, 
as epigenetic age correlation between tissues. 
 
In summary, we have found specific accelerated aging 
as measured with DNA methylation in cartilage from 
OA affected joints. Knowledge of the mechanisms of 
this type of premature aging will help to understand OA 
pathology, but already it is apparent that these particular 
mechanisms are not widespread. This was indicated by 
the results obtained with the same DNA methylation 
methodology in bone near the affected joint and in 
blood cells. They showed absence of a systemic 
component of premature aging. These results cannot 
exclude that other hallmarks of aging could be more 





Cartilage and bone epigenetic age 
 
Epigenetic age was estimated with the 353 age-related 
CpG probes according with Horvath [19]. Methylation 
information of these sites has been obtained in previous 
studies addressing cartilage and bone samples (Table 2 
and Supplementary Table 1) [43-46]. Cartilage samples 
were from 31 controls and 36 OA patients (Table 2).  


























The controls were from tibial plateau of 18 cadavers 
with no macroscopic signs of OA [43], and the femoral 
head of 10 subjects with hip fracture and without 
macroscopic or microscopic evidence of OA [46]. In 
addition, 3 cartilage samples from cadavers without 
information of status and location were included [45]. 
The OA samples included 29 from the tibial plateau of 
severe knee OA patients [43, 46], and 7 from the 
femoral head of severe hip OA patients [46], obtained at 
the time of joint replacement. Bone samples were from 
45 controls and 33 hip OA patients (Table 2). The 
controls included femoral heads of 34 subjects with 
osteoporotic hip fracture (OP) and 7 cadavers [44]. 
They lacked OA lesions on macroscopic examination of 
the hip joints and the bone pieces excluded subchondral 
and fractured regions. Patients with fractures due to 
high-energy trauma or with disorders causing secondary 
OP or OA were not included.  In addition, 4 control 
bone samples from cadavers that lacked detailed 
information of status and place of retrieval were 
included.[45] The bone samples of the 33 hip OA 
patients were obtained from femoral heads at the time 
of total joint replacement for primary hip OA [44]. 
Methylation data were obtained either with the Human 
Methylation 27 BeadChip (Illumina), [43, 44] or with 
the HumanMethylation 450 Bead-Chip microarray 
(Illumina, San Diego, California, USA) [45, 46]. These 
samples were obtained with informed consent of the 
donors and approval of the relevant ethics committees 


























Analysis of epigenetic aging in blood 
 
Epigenetic aging in blood was assessed with a 8 CpG 
DmAM specific for whole blood and amenable to assay 
in large number of samples [24]. Methylation data were 
obtained for this study with methylation-sensitive 
single-nucleotide primer extension (MS-SNuPE) 
following the reported procedure [47]. Genomic DNA 
from 890 subjects of Spanish ancestry was assayed 
(Table 2 and Supplementary Table 1). This collection of 
samples included 182 controls recruited at the time of 
intravenous urography. They had not OA signs at 
exploration including both hands or in the radiographs 
either at the hip or column joints, and they did not 
complain of OA symptoms in a systematic question-
naire. The remaining 708 subjects were suffering from 
primary OA as assessed by a rheumatologist. The 
subjects affected by knee OA, 229, or hip OA, 273, 
were selected from consecutive patients aged 55–
75 years at the time of surgery that were undergoing 
total joint replacement. The patients with hand OA, 206, 
were selected among those attending the Rheumatology 
Unit fulfilling the American College of Rheumatology 
classification criteria for hand OA [48]. Exclusion 
criteria were inflammatory, infectious, traumatic or 
congenic joint pathology, as well as, lesions due to 
crystal deposition or osteonecrosis. Morbid obesity and 
occupational strain were not exclusion causes. All 
donors provided blood DNA samples for genetic studies 




Tissue Set N 
Age  
Mean ± SD (Range) Woman % 
Cartilage Control knee/hipa 31 64.8 ± 15.0 (40-95) 48.4 
 Knee/hip OA 36 67.1 ± 9.3 (41-80) 75.0 
     
Bone Control hipa 45 78.0 ± 11.0 (40-104) 93.3 
 Hip OA 33 75.4 ± 6.7 (58-89) 100.0 
     
Blood Control 182 60.7 ± 11.5 (45-88) 46.7 
Hand OA 206 60.6 ± 10.1 (32-88) 88.4 
Knee OA 229 67.7 ± 5.6 (55-78) 82.1 
Hip OA 273 68.4 ± 5.5 (55-84) 59.7 
a 3 cartilage and 4 bone control samples were from undefined localization 
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Declaration of Helsinki (most recently at the General 
Assembly on October 2008) and the approval of the 





We estimated the epigenetic age of the cartilage and 
bone samples with Horvath’s DmAM [19], and of the 
blood samples with the 8 CpG DmAM [24]. 
Comparisons between samples from OA patients and 
controls were done with analysis of variance (ANOVA) 
including age and sex as covariates. Mean differences in 
DmAM estimates (ΔDmAM) were calculated as: 
 
ΔDmAM = (age- and sex-adjusted mean DmAM in OA 
patients) – (age- and sex-adjusted mean DmAM in 
controls) 
 
Age- and sex-adjustment was done with the residuals 
from multiple linear regression of estimated age versus 
age and sex. All these analyses were done with 
Statistica 7.0 (Stat Soft, Inc.). Post-hoc power analysis 
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